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11 Einleitung und Problemstellung
1.1 Entwicklung von selektiven Wirkstoffen
In der heutigen Pharmaforschung gewinnen Wirkstoffe, die ihre inhibitorische Akti-
vita¨t mo¨glichst nur an einem Enzym entfalten, zunehmend an Bedeutung. Durch das
Humane Genomprojekt wurden ca. 30000 Gensequenzen entschlu¨sselt, und die Zahl
bekannter Proteinsequenzen wa¨chst seitdem drastisch [Lander et al., 2001; Venter et al.,
2001]. Mit dieser Entschlu¨sselung wa¨chst zugleich die Hoffnung, neue Zielmoleku¨le (En-
zyme, Rezeptoren, Ionenkana¨le) zu
”
entdecken“, die Angriffspunkte fu¨r neuartige Arz-
neimittel mit neuem Therapiekonzept darstellen ko¨nnen. Ist ein interessantes Zielmole-
ku¨l (engl. target) gefunden, ko¨nnen fu¨r die Leitstrukturfindung große Moleku¨lbibliothe-
ken automatisiert mit einem hohen Durchsatz auf ihre Bindungseigenschaften getestet
werden (HTS, High-Throughput-Screening) [Inglese, 2002; Smith, 2002]. Zusa¨tzlich
werden ausgehend von der dreidimensionalen Struktur des Zielmoleku¨ls Inhibitoren ra-
tional entworfen [Klebe, 2000].
Voraussetzung fu¨r die strukturbasierte Wirkstoffentwicklung ist, dass die dreidimen-
sionale Struktur des Zielproteins bekannt ist. In einem iterativen Prozess ko¨nnen bei
bekannter Struktur geeignete Wechselwirkungsbereiche in der Bindetasche des Ziel-
proteins analysiert [Goodford, 1985; Verdonk et al., 1999; Gohlke et al., 2000b] und
mit dieser Information potentielle Leitstrukturen vorgeschlagen werden. Nach einer er-
folgreichen biochemischen Testung kann der Bindungsmodus des Liganden mit dem
Zielprotein kristallographisch oder mit Hilfe der NMR-Spektroskopie bestimmt werden
und die gewonnenen Erkenntnisse in die Optimierung des Liganden mit einfließen.
Neben dem experimentellen Hochdurchsatz-Screening ko¨nnen am Computer erstellte
Moleku¨lbibliotheken virtuell durchmustert werden (engl. virtual screening) [Sotriffer
et al., 2003a,b], um potentielle Leitstrukturen zu finden. Dabei werden in Datenbanken
gespeicherte Moleku¨le mit Hilfe von so genannten Docking-Programmen meist flexi-
bel in die starre Bindetasche platziert und anschließend mit einer Bewertungsfunk-
tion (engl. scoring function) die Affinita¨t der platzierten Moleku¨le abgescha¨tzt [Bo¨hm,
1994; Muegge & Martin, 1999; Gohlke et al., 2000a]. Entscheidend fu¨r den Erfolg ist
hierbei die korrekte Vorhersage des Bindungsmodus der Liganden in der Bindetasche
und des Weiteren die genaue Abscha¨tzung der Affinita¨t der platzierten Verbindung
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[Gohlke & Klebe, 2002]. Vergleichende Studien haben gezeigt, dass die Zuverla¨ssigkeit
der Affinita¨tsvorhersage mit einer Bewertungsfunktion fu¨r verschiedene Zielproteine
unterschiedlich ausfallen kann und verschiedene Bewertungsfunktionen an einem Pro-
tein unterschiedliche Ergebnisse liefern ko¨nnen [Charifson et al., 1999; Bissantz et al.,
2000; Stahl & Rarey, 2001; Terp et al., 2001; Halperin et al., 2002; Wang et al., 2002,
2003]. Letztendlich sollte eine Bewertungsfunktion fu¨r ein Zielprotein
”
angepasst“ und
an diesem validiert werden, um eine zuverla¨ssige Vorhersage der Bindungsaffinita¨t zu
erhalten.
Bereits in diesem fru¨hen Stadium des Wirkstoff-Designs bzw. der Leitstrukturopti-
mierung wird die Entwicklung von Inhibitoren mit hoher Affinita¨t und Selektivita¨t
angestrebt, um unerwu¨nschte Nebenwirkungen weitgehend zu vermeiden. Es existieren
aber auch Fa¨lle in denen durch das Auftreten von unerwarteten Nebenwirkungen wa¨h-
rend der Entwicklungsphase sogar neue Indikationsgebiete erschlossen wurden. Bei der
Entwicklung des Wirkstoffes Sildenafil fu¨r die Therapie von Angina pectoris1 wurde
beobachtet, dass dieser Wirkstoff bei Herzbeschwerden nicht ausreichend wirksam ist.
Gleichzeitig wurde in den klinischen Studien festgestellt, dass Sildenafil (Handelsna-
me: Viagra®) die Erektionsfa¨higkeit des Penis beeinflusst [Langtry & Markham, 1999].
Diese
”
Nebenwirkung“ beruht auf einer Hemmung des Enzyms Phosphodiesterase-5
(PDE), das in den Gefa¨ßen des Penis cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) ab-
baut. cGMP fu¨hrt zu einer Erschlaffung der glatten Muskelzellen im Schwellko¨rper und
ermo¨glicht dadurch einen vermehrten Bluteinstrom, der letztendlich zur Erektion fu¨hrt.
Durch die Inhibition von PDE5 durch Sildenafil wird der Abbau von cGMP gehemmt,
so dass der erho¨hte cGMP-Spiegel in den Muskelzellen zu einem Bluteinstrom fu¨hren
kann. Aber auch die Anwendung von Sildenafil bei Erektionsproblemen ist nicht frei
von Nebenwirkungen. Auftretende Sehsto¨rungen bei der Einnahme von nicht-selektiv
wirkenden PDE5-Hemmern werden unter anderem auf eine partielle Hemmung des
Isoenzyms PDE6 im Auge zuru¨ckgefu¨hrt [Gresser & Gleiter, 2002].
Die Entwicklung der PDE5-Hemmer zeigt zum einen, dass durch eine genaue Beob-
achtung in den klinischen Studien neue Indikationsgebiete erschlossen werden ko¨nnen.
Gleichzeitig sollte aber darauf geachtet werden, dass eine Hemmung von verwandten
Enzymen vermieden wird, um den therapeutischen Einsatz eines Wirkstoffes nicht zu
gefa¨hrden. Ein Beispiel fu¨r die gezielte Entwicklung von selektiven Verbindungen, bei
denen im Gegensatz zu den nicht selektiv wirkenden Substanzen weniger Nebenwir-
1akute Herzinsuffizienz mit plo¨tzlich einsetzenden Schmerzen im Brustkorb
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kungen beobachtet wurden, stellen die Inhibitoren der Cyclooxygenase-2 (COX)
dar. Die Cyclooxygenasen sind an der Synthese von entzu¨ndungsfo¨rdernden Mediato-
ren (Prostazykline, Prostaglandine, Thromboxan) beteiligt, die bei kardiovaskula¨ren,
gastrointestinalen und renalen Funktionen, sowie bei Fieber und allergischen Reaktio-
nen eine wichtige Rolle spielen [Vane, 1971; Kurumbail et al., 2001; van der Donk et al.,
2002]. Nicht-steroidale antiinflammatorische Verbindungen (NSAID, non-steroidal an-
tiinflammatory drugs) werden als Inhibitoren der COX bei entzu¨ndlichen Prozessen,
Schmerzen und Fieber eingesetzt [Dannhardt & Kiefer, 2001]. Durch den Einsatz von
COX2-selektiven Verbindungen ko¨nnen Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt redu-
ziert werden, die hauptsa¨chlich durch die Hemmung eines anderen Isoenzyms der Cy-
clooxygenase (COX1) verursacht werden (siehe Kap. 5.2).
Je nachdem, welche Informationen u¨ber Liganden und/oder Proteinstrukturen zur
Verfu¨gung stehen, kommen verschiedene Ansa¨tze bei der Entwicklung von selektiven
Inhibitoren zum Einsatz. Wenn Affinita¨tsdaten von Liganden fu¨r verschiedene Prote-
ine vorliegen, die Struktur des Zielproteins hingegen unbekannt ist, ko¨nnen diese un-
terschiedlichen Affinita¨tsdaten miteinander verglichen und mit den physikochemischen
Eigenschaften der Verbindungen korreliert werden. Wenn nur wenige Inhibitoren be-
kannt sind, die Kristallstrukturen der betreffenden Proteine aber gelo¨st wurden, ko¨nnen
die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen der einzel-
nen Proteine fu¨r die Entwicklung von selektiven Liganden herangezogen werden. Sind
hingegen genu¨gend Informationen u¨ber Liganden und Zielproteine vorhanden, und ist
des Weiteren der Bindungsmodus der Inhibitoren in der Bindetasche bekannt, ko¨nnen
beide Informationsquellen kombiniert und fu¨r die Entwicklung selektiver Verbindungen
genutzt werden [Gohlke, 2002].
Im Falle der Carboanhydrase (CA) sind sowohl Informationen u¨ber zahlreiche In-
hibitoren als auch Kristallstrukturen von Isoenzymen der CA vorhanden. Im mensch-
lichen Organismus sind bislang 14 verschiedene Isoenzyme der CA beschrieben, die in
einer Vielzahl an Organen (Auge, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Erythrozyten, etc.) vor-
kommen. Da bisher keine CA-Inhibitoren vorhanden sind, die diese Isoenzyme selektiv
hemmen, ist ein Ziel dieser Arbeit physikochemische Eigenschaften zu bestimmen, die
die Selektivita¨t fu¨r ein Isoenzym erho¨hen bzw. erniedrigen. Dadurch sollen auftretende
Nebenwirkungen, die durch eine nicht-selektive Hemmung von unterschiedlichen Isoen-
zymen in den verschiedenen Organen hervorgerufen werden, in einem mo¨glichst fru¨hen
Stadium der Arzneistoffentwicklung vermieden werden.
In dieser Arbeit wird gezeigt, wie durch Auswertung von Ligandeninformation Compu-
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termodelle entwickelt werden ko¨nnen, die Kriterien fu¨r eine Optimierung von selektiven
CA-Inhibitoren liefern (Kap. 4.1.4 und 4.1.5). Es wird des Weiteren dargestellt, inwie-
fern die Analyse der Proteinbindetaschen fu¨r die Entwicklung selektiver Substanzen
genutzt werden kann (Kap. 4.2). Damit lassen sich zusa¨tzliche Informationen u¨ber se-
lektivita¨tsbestimmende Eigenschaften ermitteln, die aus einer Ligandenanalyse nicht
extrahiert werden ko¨nnen. Um nu¨tzliche Hinweise und Ideen fu¨r die Entwicklung von
selektiv wirkenden Liganden zu erhalten, wurden zusa¨tzlich zu den bekannten Kristall-
strukturen Homologiemodelle von CA-Isoenzymen entwickelt, deren Kristallstruktur
noch nicht aufgekla¨rt wurde (Kap. 4.2.2). Schließlich wurde zur Abscha¨tzung des Bin-
dungsmodus von potentiellen neuen Liganden ein automatisiertes Dockingverfahren
verwendet, um Liganden in der Bindetasche zu platzieren (Kap. 4.3.2). Dieser Dock-
ingansatz wurde anhand von aufgekla¨rten Kristallstrukturen validiert. Die Affinita¨t der
platzierten Liganden wurde mit den zuvor erstellten Computermodellen, die durch Aus-
wertung der Ligandeninformation erhalten wurden, abgescha¨tzt. Ferner wurden Daten-
banken nach potentiellen neuen Wirkstoffen fu¨r Isoenzyme der CA durchmustert und
in der Literatur nach Verbindungen mit einer prima¨ren Sulfonamid-Gruppe gesucht,
die als potentielle neue Leitstrukturen fu¨r die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren
dienen ko¨nnen (Kap. 4.3.3). Diese Verbindungen wurden in die Bindetasche von CA
II gedockt und die Affinita¨t mit den zuvor erstellten 3D-QSAR-Modellen abgescha¨tzt
(Kap. 4.3.4), so dass durch eine erfolgreiche Kombination sowohl der Bindungsmodus
als auch die Affinita¨t von CA-Inhibitoren vorhergesagt werden ko¨nnen. Gleichzeitig
wurde eine Kreuzreaktivita¨t eines COX2-selektiven Inhibitors mit Isoenzymen der CA
mit kinetischen Daten und der Kristallstruktur im Komplex mit CA II belegt (Kap.
5.3).
52 Methoden zur Beschreibung der
Selektivita¨t von Enzymen
2.1 Klassische QSAR und 3D-QSAR-Methoden
Die Grundlagen der klassischen QSAR-Methoden (engl. Quantitative Structure-
Activity Relationship, quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen) gehen auf die Ar-
beiten von Hansch und Free-Wilson zuru¨ck [Hansch & Fujita, 1964; Free & Wil-
son, 1964]. Sie erstellen mathematische Modelle, mit deren Hilfe Struktur-Wirkungs-
beziehungen quantitativ beschrieben werden ko¨nnen. Die physikochemischen Eigen-
schaften von Verbindungen (z.B. Lipophilie, elektrostatische Eigenschaften, Polarisier-
barkeit, sterische Eigenschaften) werden mit den biologischen Affinita¨ten korreliert,
und mittels statistischer Parameter (siehe Kap. 7.3) wird die Gu¨te der berechneten
Modelle beschrieben.
Eine Erweiterung dieser klassichen QSAR-Methoden stellen die 3D-QSAR-Verfahren
dar, die zusa¨tzlich die dreidimensionale Struktur und die ra¨umliche Orientierung der
Moleku¨le zueinander beru¨cksichtigen. Diese ra¨umliche Ausrichtung sollte einer Konfi-
guration entsprechen, die eine Wirkung am Rezeptor hevorruft. Die dreidimensionalen
physikochemischen Eigenschaften der Moleku¨le werden mit den Ligandenaffinita¨ten
zum Rezeptor korreliert, um im Anschluss diejenigen physikochemischen und struk-
turellen Eigenschaften der Verbindungen bestimmen zu ko¨nnen, die die biologische
Aktivita¨t beeinflussen.
Die beiden am weitesten verbreiteten 3D-QSAR-Verfahren sind CoMFA (engl. Com-
parative Molecular Field Analysis, vergleichende molekulare Feldanalyse) und CoM-
SIA (engl. Comparative Molecular Similarity Indices Analysis, vergleichende mole-
kulare Analyse von A¨hnlichkeitsindizes) [Cramer, 1988; Klebe et al., 1994]. Bei die-
sen Feld-basierten Ansa¨tzen werden alle Verbindungen eines Datensatzes von einem
dreidimensionalen Gitter umschlossen. Im Anschluss werden Wechselwirkungen zwi-
schen einem Sondenatom, das an die Schnittpunkte des Gitters platziert wird, und
allen Atomen der Verbindungen des Datensatzes berechnet. Beim CoMFA Ansatz
werden sterische und elektrostatische Wechselwirkungen mit Hilfe des Lennard-Jones-
und Coulomb-Potentials berechnet und die erhaltenen Energiebeitra¨ge an den Git-
terpunkten gespeichert. Da die sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungen bei
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CoMFA aufgrund der steilen Potentialverla¨ufe des Lennard-Jones(12,6)- und Coulomb-
Potentials (Abb. 2.1) bei geringem Abstand zwischen den Atomen sehr große (unend-
liche) Werte annehmen, wird eine willku¨rliche Schranke (engl.
”
Cut-Off“ ) gesetzt (in
der Regel 30 kcal/mol). Alle Gitterpunkte, an denen die berechnete Energie diesen
vordefinierten Betrag u¨berschreiten, bekommen diesen konstanten Energiewert zuge-
wiesen. Durch die Aufsummierung aller Energiebetra¨ge an den Gitterpunkten ergeben
sich fu¨r jedes Moleku¨l so genannte Wechselwirkungsfelder, die mit den Feldern der an-
deren Moleku¨le des Datensatzes verglichen werden. Aufgrund der großen Anzahl an
Gitterpunkten ist eine lineare Regressionsanalyse, wie sie bei den klassischen QSAR-
Methoden durchgefu¨hrt wird, fu¨r eine Korrelation der erhaltenen Wechselwirkungs-
energien mit den biologischen Affinita¨ten nicht anwendbar. Mittels einer weiteren sta-
tistischen Methode, der PLS-Analyse (engl. Partial Least Squares), kann die große
Anzahl an Wechelswirkungsenergien an den Gitterpunkten (unabha¨ngigen Variablen)
mit den Bindungsaffinita¨ten (abha¨ngigen Variablen) in Beziehung gebracht werden
[Geladi, 1986; Cramer, 1988; Cramer et al., 1993; Wold et al., 1993]. Als Ergebnis
der PLS-Regressionsanalyse ergibt sich eine QSAR-Gleichung, die eine Abscha¨tzung
der Affinita¨t von unbekannten Verbindungen erlaubt (Gl. 2.1). Fu¨r ein CoMFA-Modell
wird zum Beispiel eine QSAR-Gleichung erhalten, die sterische (S ) und elektrostatische
(E ) Wechselwirkungen an den Gitterpunkten (1 bis n) beschreiben (Gl. 2.1).
pKi = −logKi = aS1 + bS2 + cS3 + . . .+mE1 + nE2 + zEn + k (2.1)
Des Weiteren werden Koeffizienten an den Gitterpunkten berechnet (a-z ), die die
Signifikanz der Eigenschaften an diesen Gitterpunkten zur Beschreibung der biologi-
schen Aktivita¨t verdeutlichen, das heißt in welchem Ausmaß der Feldbeitrag an dem
einzelnen Gitterpunkt zur Beschreibung der Affinita¨t der Moleku¨le beitra¨gt.
Beim CoMSIA Ansatz werden im Gegensatz zu CoMFA die molekularen Felder mit
Hilfe von A¨hnlichkeitsindizes (AF ) bezu¨glich eines Sondenatoms berechnet (Gl. 2.2).
AqF,k(j) =
∑
i
wprobe,kwike
−αr2iq (2.2)
Die A¨hnlichkeit eines Moleku¨ls (j) mit der Eigenschaft (k) an dem Gitterpunkt (q)
wird durch die Eigenschaft des Sondenatoms (wprobe,k) und durch die physikochemi-
schen Eigenschaften der Atome (i, wi,k) bestimmt. Die Abstandsabha¨ngigkeit zwischen
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den Gitterpunkten (q) und den Atomen (i) wird durch den Abstand riq festgelegt
und u¨ber eine Gaußfunktion beschrieben, wobei ein Abschwa¨chungsfaktor (α) die Brei-
te der Gaußfunktion bestimmt (Abb. 2.1, rechts). Zusa¨tzlich zu den sterischen und
elektrostatischen Eigenschaften, die in CoMFA berechnet werden, werden bei CoMSIA
hydrophobe, Wasserstoffbru¨ckendonor-1 und Wasserstoffbru¨ckenakzeptor-2 Eigenschaf-
ten bestimmt. Bei der Berechnung der A¨hnlichkeitsindizes werden die Eigenschaften des
Sondenatoms (wprobe,k) auf Standardwerte gesetzt (Radius 1 A˚, Ladung +1, Hydropho-
bizita¨t +1, Donoreigenschaft +1, Akzeptoreigenschaft +1).
Abb. 2.1: Verlauf des Lennard-Jones(12,6)- und des Coulomb-Potentials fu¨r die Wechselwirkungsener-
gien zwischen zwei nicht-kovalent verknu¨pften Atomen (links). Aufgrund der Steilheit der
beiden Potentialverla¨ufe wird bei CoMFA ein willku¨rlicher ”Cut-Off“ gesetzt. Die abstands-
abha¨ngige Berechnung der A¨hnlichkeitsindizes beim CoMSIA-Ansatz ist u¨ber eine Gaußkurve
definiert (rechts).
Die fu¨r die 3D-QSAR-Analyse notwendige dreidimensionale Struktur der Verbin-
dungen kann entweder mit Computerprogrammen (CONCORD, CORINA) erzeugt
[Pearlman, 1987; Gasteiger et al., 1990] und im Anschluss einer Konformationsanaly-
se unterzogen werden, oder aus kristallographischen Datenbanken (CSD, Cambridge
Structure Database3; PDB, Protein Data Bank 4) entnommen werden [Berman et al.,
2000, 2002, 2004]. Ein Vorteil bei der Verwendung von experimentellen Daten aus der
PDB ist, dass die Verbindungen in Konformationen und einer Orientierung vorliegen,
1im Folgenden nur Donor
2im Folgenden nur Akzeptor
3http://www.ccdc.cam.ac.uk/
4http://www.rcsb.org/pdb/
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wie sie bei der Wechselwirkung mit dem Rezeptor beobachtet werden. Ist die Struktur
des Proteins jedoch nicht bekannt, ko¨nnen Moleku¨le aufgrund a¨hnlicher physikoche-
mischer Eigenschaften u¨berlagert werden (Seal, FlexS, GASP) [Klebe & Mietzner,
1994; Lemmen et al., 1998; Jones et al., 1995a]. Wenn zusa¨tzlich die Kristallstruktur
des Enzyms im Komplex mit Liganden bekannt ist, ko¨nnen die Verbindungen des Da-
tensatzes mit den Liganden der Kristallstruktur manuell u¨berlagert und anschließend
flexibel in der Bindetasche minimiert werden (Moloc) [Gerber & Mu¨ller, 1995; Ger-
ber, 1998]. Die Konformation der u¨berlagerten Moleku¨le entspricht in erster Na¨herung
der Ligandenkonformation, die im Experiment beobachtet wird, und sollte nach dieser
Minimierung der bioaktiven Konformation sehr nahe kommen.
2.2 Erstellung Selektivita¨ts-beschreibender
3D-QSAR-Modelle
Mit der Erstellung von 3D-QSAR-Modellen ko¨nnen Aussagen daru¨ber getroffen werden,
welche physikochemischen Eigenschaften der Liganden die Bindungsaffinita¨t beeinflus-
sen. Es ko¨nnen fu¨r diese physikochemischen Eigenschaften ra¨umliche Bereiche angezeigt
werden, deren Besetzung mit geeigneten funktionellen Gruppen zu einer Erho¨hung bzw.
Erniedrigung der Bindungsaffinita¨t von Liganden fu¨hrt. Im Gegensatz zu diesen so
genannten Einzelmodellen, die eine Aussage daru¨ber erlauben, welche physikochemi-
schen Eigenschaften sich gu¨nstig beziehungsweise ungu¨nstig auf die Bindungsaffinita¨t
auswirken, ko¨nnen mit Selektivita¨tsmodellen Eigenschaften
”
extrahiert“ werden, die
die Selektivita¨t fu¨r ein Enzym im Vergleich zu einem anderen Isoenzym erho¨hen oder
erniedrigen. Mit Hilfe von Konturdiagrammen ko¨nnen Bereiche graphisch dargestellt
werden, deren Besetzung mit entsprechenden funktionellen Gruppen des Liganden sich
gu¨nstig bzw. ungu¨nstig fu¨r die Selektivita¨t hinsichtlich einer Familie von Isoenzymen
auswirken.
In dieser Arbeit wurden zwei Ansa¨tze verfolgt, um selektive 3D-QSAR-Modelle zu
erhalten:
• Differenzbildung der Bindungsaffinita¨ten
• Differenzbildung der QSAR-Koeffizienten
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Bei beiden Ansa¨tzen mu¨ssen Affinita¨ten von Verbindungen eines Datensatzes zu un-
terschiedlichen Enzymen bekannt sein. Beim ersten Ansatz, der Differenzbildung
der Bindungsaffinita¨ten, werden die Affinita¨tsunterschiede der Verbindungen zu
zwei Enzymen mit den Feldbeitra¨gen an den Gitterpunkten korreliert. Nach einer PLS-
Analyse wird eine QSAR-Gleichung erhalten, mit der die Affinita¨tsdifferenz der Ver-
bindungen zu zwei Enzymen vorhergesagt werden kann (Gl. 2.3).
∆pKi = pKi,Enzym1−pKi,Enzym2 = aS1+bS2+cS3+. . .+mE1+nE2+. . .+zEn+k (2.3)
Mit diesen Selektivita¨tsmodellen ko¨nnen diejenigen physikochemischen und struktu-
rellen Eigenschaften bestimmt werden, die entscheidend fu¨r eine selektive Bindung
sind. Mit Hilfe von Konturdiagrammen werden die entsprechenden Eigenschaften
(sterisch, elektrostatisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) ra¨umlich dargestellt. Dieses
Verfahren der Differenzbildung der Affinita¨tswerte wurde bereits in der Literatur an
Benzodiazepin-Rezeptoren und an Serin- und Matrixmetalloproteasen beschrieben
[Wong et al., 1993; Bo¨hm et al., 1999; Matter & Schwab, 1999]. In der vorliegenden
Arbeit wurde dieser Ansatz erstmals an drei Isoenzymen der Carboanhydrase (CA I,
CA II, CA IV) angewendet (siehe Kap. 4.1.4).
Beim zweiten Ansatz der Differenzbildung der Koeffizienten mu¨ssen zuna¨chst
signifikante Einzelmodelle fu¨r die betreffenden Enzyme erstellt werden. Im Anschluss
daran ko¨nnen fu¨r jede physikochemische Eigenschaft Selektivita¨tsmodelle durch Dif-
ferenzbildung der aus den Einzelmodellen stammenden QSAR-Koeffizienten generiert
werden (Abb. 2.2). Mit Hilfe der
”
Selektivita¨tskoeffizienten“ ko¨nnen wiederum selektivi-
ta¨tsbestimmende Bereiche (bzw. Gitterpunkte) fu¨r jede dieser Eigenschaften bestimmt
werden. Die Gu¨te und Aussagekraft der aus der Differenzbildung der Koeffizienten er-
haltenen Modelle wurde mit den Modellen, die aus der Differenzbildung der Affinita¨ten
resultieren, am Beispiel der Carboanhydrase verglichen und diskutiert (Kap. 4.1.4 und
4.1.5).
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Abb. 2.2: Selektivita¨tsmodell durch Differenzbildung der QSAR-Koeffizienten. Zuna¨chst werden einzel-
ne 3D-QSAR-Modelle fu¨r die betreffenden Enzyme erstellt (hier: CA I (gru¨n), CA II (gelb)).
Die Differenz der Koeffizienten der einzelnen QSAR-Gleichungen fu¨hrt zu einem CA I - CA
II-Selektivita¨tsmodell (orange) mit entsprechenden ”Selektivita¨tskoeffizienten“ an den Git-
terpunkten. Mit Hilfe von Konturdiagrammen ko¨nnen Bereiche bzw. Gitterpunkte ermittelt
werden, die fu¨r eine bestimmte physikochemische Eigenschaft die Selektivita¨t hinsichtlich
eines Enzyms im Vergleich zu einem anderen erho¨hen bzw. erniedrigen.
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3 Carboanhydrase (CA)
3.1 Klassifizierung der Carboanhydrasen
Die Carboanhydrasen1 (CA, EC-Nummer 4.2.1.1) geho¨ren zur Klasse der Hydrolyasen
und enthalten im aktiven Zentrum ein an der Katalyse beteiligtes Zinkion. Sie kommen
in Bakterien, Pflanzen, Tieren und im menschlichen Organismus vor und katalysieren
die reversible Reaktion der Hydratation von CO2 zu Hydrogencarbonat und einem
Proton (Gl. 3.1).
CO2 +H2O 
 HCO−3 +H+ (3.1)
Im aeroben Metabolismus von komplexen Organismen fa¨llt als Endprodukt im Stoff-
wechsel hauptsa¨chlich Kohlendioxid an. Im menschlichen Ko¨rper sind CAs am Abtrans-
port dieses Reaktionsproduktes beteiligt, indem sie in den Erythrozyten die Umsetzung
des aus den Zellen ins Blut gelangende CO2 zu HCO
−
3 katalysieren. Hydrogencarbonat
gelangt als Transportform des CO2 in die Alveolen
2 der Lunge, wo die Ru¨ckreaktion
unter Freisetzung von CO2 erfolgt, das anschließend ausgeatmet wird. Weiterhin spie-
len CAs eine wichtige Rolle in der Kammerwasserbildung des menschlichen Auges, bei
der Konstanthaltung des Blut-pH-Wertes, im Sa¨ure-Basen-Haushalt des Organismus
und bei verschiedenen physiologischen Prozessen (zum Beispiel Glukoneogenese und
Harnstoffwechsel). In Pflanzen sind Carboanhydrasen an der Photosynthese beteiligt
und in Bakterien spielen sie in Transportprozessen, an denen CO2 und HCO
−
3 -Ionen
beteiligt sind, eine wichtige Rolle [Chegwidden & Carter, 2000].
Die CA werden in drei unterschiedliche genetische Familien (α, β, γ) unterteilt, die
sich in der Sequenz und in der Faltung voneinander unterscheiden (Abb. 3.1; Tab. 3.1).
Die α-Carboanhydrasen besitzen eine monomere Einheit und kommen u¨berwiegend
in Wirbeltieren vor, sind aber auch in Pflanzen, Algen und einigen Bakterien zu finden
[Smith & Ferry, 2000; Chegwidden & Carter, 2000]. Die β-Carboanhydrasen treten
als Dimer, Tetramer, Hexamer und Oktamer auf. Sie werden in Bla¨ttern von Pflanzen
1syn. Carbonat Dehydratase
2Lungenbla¨schen
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erzeugt und sind dort durch Fixierung von Kohlendioxid an der Photosynthese beteiligt.
Sie sind weiterhin in Eubakterien, Archaebakterien und in bestimmten Algen lokalisiert.
Die Carboanhydrasen der γ-Klasse kommen in einigen Bakterien und Pflanzen vor,
wobei ihre Funktion bisher nicht bekannt ist. Die Ro¨ntgenstrukturanalyse der γ-CA
von Methanosarcina thermophila zeigt einen trimeren Aufbau (Abb. 3.1, F und Abb.
3.3).
Abb. 3.1: Die dreidimensionalen Strukturen der α-, β- und γ-CA im U¨berblick. Die α-CA kristallisiert
als Monomer (A), wa¨hrend die γ-CA ein Trimer mit den drei aktiven Zentren an den
Kontaktfla¨chen der monomeren Einheiten bildet (F). In diesen drei katalytischen Zentren
wird ein Zinkion von zwei Histidinseitenketten einer Untereinheit und einem Histidin der
benachbarten Untereinheit koordiniert (siehe auch Abb. 3.3). Die β-CA (B-E) zeigen die
gro¨ßte Diversita¨t hinsichtlich ihres strukturellen Aufbaus (A: humane CA II, PDB-Code
1a42; B: P. purpureum, 1ddz; C: M. thermoautotrophicum, 1g5c; D: P. sativum, 1ekj; E:
E. coli, 1i6o; F: M. thermophila, 1thj; Abb. entnommen aus [Tripp et al., 2001]).
Alle Klassen der Carboanhydrasen haben als gemeinsames Merkmal ein Zinkion in
der Bindetasche, das eine entscheidende Rolle wa¨hrend der Katalysereaktion spielt
[Christianson & Cox, 1999]. Weiterhin ist an dem katalytischen Wirkungsmechanismus
ein Wassermoleku¨l beteiligt, das durch das Zinkion aktiviert wird (siehe Kap. 3.2). Ein
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Unterschied wird jedoch in den Aminosa¨uren beobachtet, die das Zinkion komplexieren
(Tab. 3.1). Dabei sind in der α-Klasse drei Histidinreste an das Zinkion koordiniert,
wa¨hrend bei β-CA das Zinkion u¨ber zwei Cysteine und ein Histidin koordiniert wer-
den. Teilweise ist in den β-CA ein Aspartat als vierter Ligand involviert (E. coli, P.
purpureum; Tab. 3.1) [Mitsuhashi et al., 2000]. In der γ-CA von Methanosarcina ther-
mophila komplexieren ebenfalls drei Histidin-Reste das Zinkion. Die γ-CA zeigt aber
im Vergleich zu den beiden anderen Klassen eine ganz unterschiedliche Faltung (Kap.
3.1.3).
Tab. 3.1: Ausgewa¨hlte Beispiele von Carboanhydrasen der α-, β- und γ-Klasse. Die α-CA bestehen aus
einer monomeren Einheit. Die Sequenzidentita¨t der einzelnen CA zur α-CA II des Menschen
(1cil) ist in der Tabelle angegeben. In den α- und γ-CA wird das katalytisch aktive Zink-
ion von drei Histidinresten koordiniert, wa¨hrend in der β-Klasse zwei Histidinreste durch
Cysteinreste ersetzt sind beziehungsweise ein zusa¨tzliches Aspartat an der Koordination und
vermutlich auch am Wirkungsmechanismus beteiligt ist [Mitsuhashi et al., 2000].
Klasse Quelle Isoenzym / PDB-Code Sequenz- Zink-
Struktur identita¨t koordination
α Mensch CA I 1azm 60.5 % His-His-His
Mensch CA II 1cil - His-His-His
Ratte CA III 1flj 59.0 % His-His-His
Mensch CA IV 1znc 37.0 % His-His-His
Maus CA V 1dmy 54.5 % His-His-His
Mensch CA XII 1jd0 35.0 % His-His-His
Mensch CA XIV 1rj6 37.4 % His-His-His
N. gonorrhoeae monomer 1kop 35.9 % His-His-His
β E. coli dimer 1i6o 14.2 % Cys-Asp-His-Cys
P. purpureum dimer 1ddz 22.7 % Cys-Asp-His-Cys
(Alge)
P. sativum octamer 1ekj 17.7 % Cys-His-Cys
(Pflanze)
M. thermoauto- dimer 1g5c 18.2 % Cys-His-Cys
trophicum (Archaea)
γ M. thermophila trimer 1thj 14.5 % His-His-His
(Archaea)
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3.1.1 α-Carboanhydrasen
Seit der Entdeckung der CA in Erythrozyten vom Rind ist bekannt, dass sie eine
wichtige Rolle im Transport und bei der Bereitstellung von Kohlendioxid und Hydro-
gencarbonat spielen [Meldrum & Roughton, 1933]. Die Carboanhydrasen der α-Klasse
bestehen aus einer monomeren Einheit und weisen ein Molekulargewicht von ∼ 30 kDa
auf. Die Struktur der α-CA-Isoenzyme besteht aus einem zehnstra¨ngigen β-Faltblatt
und einzelnen helikalen Bereichen (Abb. 3.2).
Abb. 3.2: Die dreidimensionale Struktur der α-Carboanhydrasen. Dargestellt ist die humane CA II
(PDB-Code: 1cil). Das dominierende Strukturfragment aller α-CA ist ein zehnstra¨ngiges β-
Faltblatt (blau). Sie besitzen im aktiven Zentrum ein katalytisch aktives Zinkion (violett), das
von drei Histidinseitenketten umgeben ist. Als vierte Koordinationsstelle ist ein Wassermo-
leku¨l gebunden (nicht dargestellt), das durch das Zinkion aktiviert wird und als Hydroxidion
nukleophil ein Kohlendioxidmoleku¨l angreift (siehe Kap. 3.2).
Im aktiven Zentrum der 15 A˚ tiefen, kegelfo¨rmigen, amphiphilen Bindetasche wird
das Zinkion von drei Histidinseitenketten koordiniert. Bislang sind 14 unterschiedliche
Isoenzyme der CA im menschlichen Organismus beschrieben worden, die in einer Viel-
zahl an Organen (Auge, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Erythrozyten, etc.) vorkommen
(Tab. 3.2). Diese Isoenzyme sind im Zytosol lokalisiert (CA I, CA II, CA III, CA VII,
CA XIII), in der Membran verankert (CA IV, CA IX, CA XII, CA XIV) oder werden
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Tab. 3.2: Gewebeverteilung und subzellula¨re Lokalisation der 14 α-Carboanhydrasen (CA).
Carboanhydrase-verwandte Proteine (CARP, carbonic anhydrase related protein) be-
sitzen kein Zinkion im aktiven Zentrum und sind daher katalytisch inaktiv [Chegwidden &
Carter, 2000].
Isoenzyme Katalytische Subzellula¨re Gewebeverteilung im
Aktivita¨t Lokalisation menschlichen Ko¨rper
CA I niedrig Zytosol Erytrozyten
CA II hoch Zytosol weit verbreitet
CA III sehr niedrig Zytosol Muskel, Fettgewebe
CA IV hoch Membran gebunden Niere, Gehirn, Lunge,
Auge, Darm
CA VA moderat Mitochondrien Leber
CA VB moderat Mitochondrien Pankreas, Speichel,
Ru¨ckenmark
CA VI moderat Speichelsekretion Speichel, Muttermilch
CA VII hoch Zytosol Gehirn, Speicheldru¨sen,
Lunge
CARP VIII keine Aktivita¨t Zytosol Gehirn
CA IX hoch Membran gebunden Tumorgewebe, Magen-
schleimhaut
CARP X keine Aktivita¨t n.b.∗ Gehirn
CARP XI keine Aktivita¨t n.b.∗ Gehirn
CA XII niedrig Membran gebunden Darm, Niere, Prostata
CA XIII hoch n.b.∗ n.b.∗
CA XIV niedrig Membran genunden Gehirn, Niere, Herz
∗n.b. = nicht bekannt
mit dem Speichel freigesetzt (CA VI). CA V befindet sich in den Mitochondrien von
Leberzellen. Die katalytisch inaktiven Isoenzyme CA VIII, CA X und CA XI werden
aufgrund ihrer Sequenzidentita¨t der α-Klasse zugeteilt. In diesen drei Carboanhydrase-
verwandten Proteinen (CARP, carbonic anhydrase related proteins) ist mindestens ein
an das Zinkion koordiniertes Histidin durch eine andere Aminosa¨ure ersetzt (siehe Kap.
3.4.10) [Tashian et al., 2000]. Durch diese Substitution der Histidinseitenketten ist die
Affinita¨t fu¨r ein Zinkion erniedrigt. Das fu¨r die katalytische Aktivita¨t notwendige Zink-
ion bindet nicht im aktiven Zentrum, so dass diese CARPs katalytisch inaktiv sind.
Die anfa¨ngliche Vermutung, dass α-CA nur im Wirbeltierbereich vorkommen, wurde
durch die Kristallstruktur der CA vom Bakterium Neisseria gonorrhoeae widerlegt
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(Tab. 3.1) [Huang et al., 1998; Smith & Ferry, 2000]. Die dreidimensionale Struktur
zeigt den gleichen Aufbau wie die der menschlichen α-CA, und fu¨r den CA-Inhibitor
Acetazolamid wurde sowohl in der humanen CA II als auch in N. gonorrhoeae ein
a¨hnlicher Bindungsmodus beobachtet. Des Weiteren wurden in den letzten Jahren α-
CA auch in E. coli und Helicobacter pylori entdeckt [Cronk et al., 2001; Chirica et al.,
2001].
Ein Vergleich von Affinita¨ten verschiedenerMetallionen an CA zeigt, dass die Spe-
zifita¨t der Metallbindung durch hydrophobe Seitenketten (Phe93, Phe95, Trp97) be-
einflusst wird, die zu einer Vororientierung der metallkoordinierenden Histidinseiten-
ketten (His94, His96, His119) fu¨hrt [Hunt et al., 1999; Cox et al., 2000]. Durch diese
eng festgelegte Koordinationsgeometrie ist die Bindung auf ein Zinkion (Zn2+) maß-
geschneidert und gegenu¨ber anderen zweiwertigen Kationen (Co2+, Cu2+, Ni2+, Fe2+,
Cd2+) bevorzugt [Tripp et al., 2001]. Eine Substitution von Zn2+ durch Co2+ reduziert
die Aktivita¨t des Enzyms um die Ha¨lfte, und eine Substitution mit Co3+, Cu2+ oder
Ni2+ hebt die Aktivita¨t komplett auf [Kumar & Kannan, 1994]. Mutationsstudien ha-
ben gezeigt, dass eine Substitution der fu¨r die Vororientierung wichtigen hydrophoben
Reste mit kleineren Seitenketten zu einer Abnahme der Affinita¨t fu¨r Zn2+ und einer
Zunahme der Cu2+-Affinita¨t unter Ausbildung einer trigonal bipyramidalen Geometrie
fu¨hrt [Hunt et al., 1999; Cox et al., 2000].
3.1.2 β-Carboanhydrasen
Die Strukturen der Familie der β-Carboanhydrasen zeigen im Vergleich zur α-Klasse
eine deutlich ho¨here Diversita¨t. Dies bezieht sich nicht nur auf das breite Vorkommen
von β-CA in Pflanzen, Bakterien, Archae und Algen, sondern auch auf die unterschied-
lichen Faltungen der einzelnen β-CA (Abb. 3.1, B-E). Wa¨hrend die α-CA aus einer
monomeren Einheit aufgebaut sind, setzen sich β-CA aus mehreren Untereinheiten zu-
sammen [Smith et al., 1999; Kimber & Pai, 2000; Tripp et al., 2001]. Im Gegensatz zur
α-Klasse wird das Zinkion in β-CA von zwei Cysteinen und einem Histidin koordiniert
(Tab. 3.1) [Tripp et al., 2001; Strop et al., 2001]. Die Kristallstrukturaufkla¨rung von
β-CA unterschiedlicher Spezies verdeutlicht die Diversita¨t der β-CA (P. purpureum
(PDB-Code: 1ddz); P. sativum (1g5c); M. thermoautotrophicum (1ekj); E. coli (1i6o))
(Abb. 3.1). Teilweise ist in manchen Spezies (E. coli, P. purpureum) ein Aspartatrest als
vierter Ligand an der Zinkkoordination beteiligt [Cronk et al., 2001]. Es wird vermutet,
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dass dieses Aspartat ein Proton von einem sich in der Na¨he befindlichen Wassermoleku¨l
aufnimmt. Das dadurch entstandene Hydroxidion komplexiert nach der Protonierung
des Aspartatrestes an dessen Stelle das Zinkion und leitet die Katalyse mit einem
nukleophilen Angriff an ein Kohlendioxidmoleku¨l ein [Mitsuhashi et al., 2000]. Die Be-
teiligung der β-CA an der Photosynthese in Pflanzen erkla¨rt sich durch die Tatsache,
dass das Fehlen einer CA-Aktivita¨t zu einer verminderten Photosyntheseleistung fu¨hrt
[Cronk et al., 2001].
3.1.3 γ-Carboanhydrasen
Bislang wurde nur eine Kristallstruktur einer Carboanhydrase aus der γ-Klasse auf-
gekla¨rt (PDB-Code: 1thj, Abb. 3.3)[Alber & Ferry, 1994].
Abb. 3.3: Trimer der γ-CA von Methanosarcina thermophila mit drei Bindetaschen an den Kontakt-
fla¨chen der drei monomeren Einheiten (gelb, gru¨n, blau). Das Zinkion (magenta) in den
drei Bindetaschen wird von zwei Histidinresten einer Untereinheit und einem weiteren His-
tidinrest einer benachbarten Untereinheit koordiniert.
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Diese Carboanhydrase von Methanosarcina thermophila bildet ein Trimer mit drei
Zink-enthaltenen Bindetaschen, die sich an den Kontaktfla¨chen der monomeren Einhei-
ten befinden. In jeder der drei Bindetaschen wird das Zinkion von zwei Histidinresten
einer Untereinheit und einem weiteren Histidinrest einer benachbarten Untereinheit
koordiniert [Chegwidden & Carter, 2000]. Die genaue Funktion dieser γ-CA ist bisher
nicht bekannt.
3.2 Molekularer Wirkungsmechanismus der
Carboanhydrase
Die katalytische Befa¨higung von Proteinen beruht auf der Tatsache, dass sie Substrate
in genau definierten Orientierungen binden und U¨bergangszusta¨nde stabilisieren ko¨n-
nen. Dies fu¨hrt dazu, dass Reaktionen schneller ablaufen ko¨nnen. Die humane α-CA II
katalysiert die Hydratation von CO2 zu Hydrogencarbonat mit einer Wechselzahl von
106s−1 (kcat = 106s−1), das heißt, pro Zeiteinheit (Sekunde) werden 106 Substratmo-
leku¨le in das Produkt umgewandelt. Bei der Katalyse kommt es zu einer Aktivierung
eines Wassermoleku¨ls, das neben drei Histidinen als vierter Ligand an das Zinkion
koordiniert. Der pKs-Wert dieses Wassermoleku¨ls wird aufgrund der Zinkkoordination
von 15.7 auf 7 herabsetzt (Abb. 3.4) [Christianson & Cox, 1999; Tripp et al., 2001].
Abb. 3.4: Der pKs-Wert von zinkgebundenem Wasser in Carboanhydrasen wird durch das Zinkion,
das als Lewis-Sa¨ure fungiert, von 15.7 auf 7 herabgesetzt.
Aufgrund des erniedrigten pKs-Wertes liegt unter physiologischen Bedingungen eine
gewisse Menge an Hydroxidionen vor, die nukleophil Kohlendioxid angreifen und die
Umsetzung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat starten. Entscheidend fu¨r die Ak-
tivita¨t ist, dass die Carboanhydrase mit Hilfe des Zinkions in der Bindetasche sowohl
an der Ausrichtung des Kohlendioxidmoleku¨ls (Abb. 3.5), als auch an der Bildung ei-
ner lokal hohen Konzentration von Hydroxidionen beteiligt ist [Christianson & Cox,
1999]. Das Substrat wird durch Wasserstoffbru¨cken und Wechselwirkungen mit hydro-
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phoben Aminosa¨uren (Leu198, Val143, Val121) in der Bindetasche fixiert (Abb. 3.5,
rechts). Das pH-Profil der enzymatischen Reaktion zeigt, dass bei pH 8 die Reaktion
mit maximaler Geschwindigkeit abla¨uft, wa¨hrend sich diese bei abnehmendem pH-Wert
verringert. Die Richtung der Reaktion ist ebenfalls pH-abha¨ngig: im alkalischen Bereich
wird die Hinreaktion, das heißt die Hydratation von CO2 zu HCO
−
3 katalysiert, wa¨h-
rend bei einem pH-Wert unter 7 die Ru¨ckreaktion stattfindet (Gl. 3.1)[Silverman & Tu,
1976; Kumar & Kannan, 1994].
Abb. 3.5: Wirkungsmechanismus (links) und CO2-Fixierung (rechts) der Carboanhydrasen. Das Zink-
ion ermo¨glicht als Lewis-Sa¨ure die Freisetzung eines Protons aus dem komplexierten Was-
sermoleku¨l (1) (links). Das entstandene Hydroxidion greift nukleophil Kohlendioxid an, das
durch Wasserstoffbru¨ckenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen in der Na¨he des
Zinkions fixiert wird (2). Hydrogencarbonat entsteht am Zinkion als Intermediat (3). Das
Hydrogencarbonation wird gegen ein weiteres Wassermoleku¨l ausgetauscht und in das Lo¨-
sungsmittel freigesetzt (4). Die Regeneration des Hydroxidions am Zinkion erfolgt u¨ber einen
Protonentransfer an das Lo¨sungsmittel (1). Dieser fu¨r die Geschwindigkeit der Reaktion
entscheidende Schritt erfolgt u¨ber zwei weitere Wassermoleku¨le und eine flexible Seitenkette
(His64), die sich an der lo¨sungsmittelzuga¨nglichen Oberfla¨che des aktiven Zentrums befin-
det (rechts). His64 wird aufgrund seiner Funktion auch als ”Proton-Shuttle“ bezeichnet und
erscheint in einer zur Bindetasche gerichteten Position (”in“) oder zeigt nach außen zum
Lo¨sungsmittel (”out“) [Tu et al., 1998]. Das Substrat CO2 wird durch eine Wasserstoffbru¨cke
mit Thr199 und durch hydrophobe Wechselwirkungen mit hydrophoben Aminosa¨uren in der
Bindetasche fixiert (rechts).
Die Umsetzung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat erfolgt in zwei Stufen. Im ers-
ten Schritt findet die Umwandlung von CO2 zu HCO
−
3 statt, wa¨hrend im zweiten Schritt
die Regeneration des Zink-gebundenen Hydroxidions erfolgt. Wie in Abb. 3.5 darge-
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stellt, greift zuna¨chst das Hydroxidion das Kohlenstoffatom eines CO2-Moleku¨ls nu-
kleophil an. Das entstandene Hydrogencarbonat wird in das Lo¨sungsmittel freigesetzt,
indem es von einemWassermoleku¨l verdra¨ngt wird. Fu¨r die Regeneration des Hydroxid-
ions erfolgt ein Protonentransfer vom Zink-gebundenen Wasser an das Lo¨sungsmittel.
Dieser geschwindigkeitsbestimmende Schritt erfolgt u¨ber zwei weitere Wassermoleku¨le
und ein Histidin (His64), das als
”
Proton-Shuttle“ fungiert [Tu et al., 1998; Chegwidden
& Carter, 2000]. Wie wichtig His64 fu¨r die Katalyse ist, zeigt eine His64Ala-Mutante
von CA II, deren Aktivita¨t deutlich herabgesetzt ist [Tu et al., 1989].
Eine weitere entscheidende Rolle im katalytischen Prozess spielt Thr199. Zum einen
orientiert das Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe von Thr199 das Zink-gebundene Hy-
droxidion fu¨r den nukleophilen Angriff auf das Kohlendioxidmoleku¨l. Zum anderen
fixiert das Stickstoffatom der Hauptkette von Thr199 CO2 durch Ausbildung einer
Wasserstoffbru¨cke (Abb. 3.5, rechts) [Lindskog, 1997].
3.3 Physiologische Rolle der α-Carboanhydrasen
Wie in Kap. 3.1.1 bereits erwa¨hnt, sind die 14 Isoenzyme der CA in unterschiedlichen
Organen an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt [Parkkila, 2000]. Unter an-
derem sorgen sie fu¨r eine Konstanthaltung des pH-Wertes im Organismus, regulieren
den Sa¨ure-Basen-Haushalt und die Kammerwasserproduktion im Auge, ermo¨glichen
die Erzeugung von Protonen in der Magenschleimhaut und stellen in weiteren Organen
des Magen-Darm-Traktes entsprechende HCO−3 -Mengen bereit. Weiterhin greifen sie
in biosynthetische Reaktionen (Glukoneogenese, Harnstoffwechel) ein, indem sie Hy-
drogencarbonat fu¨r die weitere Reaktion bereitstellen. In der Lunge sind CAs fu¨r die
Abatmung von CO2 verantwortlich.
Im menschlichen Organismus sind CA am CO2-Transport im Blut beteiligt. Das
als Endprodukt des Energiestoffwechsels anfallende CO2 diffundiert von den Zellen in
die Blutkapillaren und wird dort zum kleineren Teil physikalisch gelo¨st, zum gro¨ßeren
Teil jedoch chemisch gebunden. U¨ber den Blutkreislauf gelangt CO2 in die Lungen-
kapillaren, wird dort aus seiner Bindung gelo¨st, diffundiert in die Alveolen und wird
ausgeatmet. Die chemische Bindung des Kohlendioxids in den Erythrozyten erfolgt
durch Bildung von Hydrogencarbonat und durch eine Carbaminoverbindung mit dem
Ha¨moglobin. Ein großer Teil der HCO−3 -Ionen verla¨sst die Erythrozyten im Austausch
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gegen Chloridionen. Die Umwandlung von Kohlendioxid zu Hydrogencarbonat wird in
den Erythrozyten durch CA II beschleunigt, so dass die kurze Kontaktzeit zwischen
Erythrozyten und Kapillaren fu¨r die Umsetzung ausreichend ist. In den Lungenkapilla-
ren erfolgt die Dehydratation von Hydrogencarbonat zu Kohlendioxid durch CA IV,
die mit der Membran verankert ist.
DieKonstanthaltung des pH-Wertes im Blut u¨ber das Puffersystem CO2/HCO
−
3
wird unter anderem u¨ber CAs in der Niere reguliert [Chegwidden & Carter, 2000].
Der pH-Wert des Blutes wird neben anderen Puffersystemen (Ha¨moglobin, Phosphate,
Plasmaproteine) u¨ber das Konzentrationsverha¨ltnis von Kohlendioxid und Hydrogen-
carbonat konstant gehalten (Gl. 3.2).
pH = pKs + log
[HCO−3 ]
[CO2]
(3.2)
Eine Erniedrigung der CO2-Konzentration fu¨hrt zu einer Erho¨hung des pH-Wertes,
wa¨hrend ein Abfall der HCO−3 -Konzentration den pH-Wert des Blutes senkt. Das Kon-
zentrationsverha¨ltnis der beiden Pufferkomponenten kann im menschlichen Organismus
unabha¨ngig voneinander vera¨ndert werden. Die CO2-Konzentration wird in der Lunge
durch die Atmung beeinflusst, wa¨hrend die Hydrogencarbonatkonzentration durch die
Leber und die Niere vera¨ndert wird. Somit kann eine metabolische Azidose, das heißt
ein erniedrigter pH-Wert des Blutes, unter anderem respiratorisch durch eine vermehr-
te Abatmung von CO2 oder aber durch eine vermehrte Protonenausscheidung durch
die Niere kompensiert werden. Die dafu¨r entscheidenden Isoenzyme sind die zytosoli-
sche CA II und die membrangebundene CA IV [Parkkila, 2000]. CA IV ermo¨glicht
die Resorption von Hydrogencarbonat in der Niere, indem es die Dehydratation von
Hydrogencarbonat zu Kohlendioxid ermo¨glicht [Sly & Hu, 1995]. CO2 gelangt durch
Diffusion in die Zelle, wo es wieder u¨ber die zytosolische CA II zu HCO−3 und H
+-Ionen
umgewandelt wird. Die Protonen werden wieder in den Tubulus sezerniert, wa¨hrend die
Hydrogencarbonationen u¨ber einen Tra¨ger (engl. carrier) in das Blutsystem gelangen.
Im Magen sind CA an der Magensaftproduktion beteiligt. In den Belegzellen der
Magenschleimhaut werden unter Mitwirkung der CA II und einer ATP-getriebenen
Protonenpumpe H+-Ionen im Magenlumen angereichert. Somit wird ein fu¨r die Ver-
dauungsenzyme optimaler pH-Wert (zwischen 1 und 4) erreicht. Die in der Bauch-
speicheldru¨se und in der Leber vorhandenen Isoenzyme der CA sind an der Hydro-
gencarbonatproduktion beteiligt und fu¨r die hohen Konzentrationen an HCO−3 -Ionen
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im Pankreassaft und in der Galle verantwortlich [Parkkila et al., 1996]. Bei metaboli-
schen Prozessen spielen die Isoformen CA V (Glukoneogenese, Harnstoffwechsel) und
CA II (Bereitstellung von HCO−3 fu¨r die Pyrimidinsynthese) eine wichtige Rolle. CA
V wird außerdem in den β-Zellen des Pankreas exprimiert und ko¨nnte daher bei der
Insulinsekretion eine wichtige Rolle spielen [Parkkila et al., 1998]. Im Gastrointestinal-
trakt sorgen verschiedene Isoenzyme der CA (CA I, CA II, CA IV, CA V, CA
IX) fu¨r die Bereitstellung von Hydrogencarbonat und Protonen und sind zusammen
mit dem Na+/H+-Austauscher fu¨r die Ansa¨uerung der Gallenflu¨ssigkeit verantwortlich
[Parkkila et al., 1996].
Am Auge regulieren CA den intraokularen Druck durch eine Vera¨nderung der
Hydrogencarbonatkonzentration im Kammerwasser. Eine erho¨hte Konzentration an
HCO−3 -Ionen hat einen passiven Wassereinstrom zur Folge, wodurch sich der intra-
okulare Druck im Auge vergro¨ßert.
Im Gehirn sind Isoformen der CA fu¨r die Hydrogencarbonatkonzentration des Li-
quors zusta¨ndig [Parkkila, 2000]. Da Hydrogencarbonat im Gegensatz zu CO2 die Blut-
Hirn-Schranke nicht u¨berwinden kann, wird angenommen, dass eine membransta¨ndige
CA im Gehirn die Umsetzung von HCO−3 zu Kohlendioxid katalysiert. Dabei ko¨nnte die
an der Membran von kapillaren Endothelzellen verankerteCA IV bei der U¨berwindung
der Blut-Hirn-Schranke eine entscheidende Rolle fu¨r das CO2/HCO
−
3 -Gleichgewicht im
Gehirn spielen [Ghandour et al., 1992]. Bei der Bereitstellung von Hydrogencarbonat
wird ein Zusammenspiel der Isoenzyme II, III und IV angenommen, da sie in un-
terschiedlichen Hirngeweben vorkommen [Parkkila, 2000]. Nach der Umsetzung von
HCO−3 zu CO2 durch CA IV kann CO2 die Blut-Hirn-Schranke u¨berwinden und die
Ru¨ckreaktion zu Hydrogencarbonat kann u¨ber zytosolische CA (CA II, CA III) im
Liquor erfolgen [Ghandour et al., 1992]. Weiterhin wurde eine membransta¨ndige CA
XIV im Gehirn entdeckt, die eine a¨hnlich Rolle wie CA IV bei der U¨berwindung der
Membranbarrieren einnehmen ko¨nnte (siehe Kap. 3.4.9). Wahrscheinlich sind erho¨hte
CO2-Spiegel, die lokal durch eine CA-Hemmung erreicht werden, fu¨r eine Vasodila-
tation und dadurch fu¨r eine Durchblutungssteigerung verantwortlich [Barnish et al.,
1980]. Inhibitoren, die die Blut-Hirn-Schranke u¨berwinden und diese Isoenzyme im Ge-
hirn hemmen, fu¨hren zu einer verminderten Produktion der Hirnflu¨ssigkeit. Der genaue
Wirkungsmechanismus dieser Inhibitoren ist nicht bekannt, aber es wird angenommen,
dass aufgrund von reduzierten Hydrogencarbonatmengen die Hirnflu¨ssigkeitsmengen
ebenfalls vermindert werden [Carrion et al., 2001]. Dies ko¨nnte unter anderem bei der
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Behandlung von Gehirnerkrankungen eine wichtige Rolle spielen, bei denen ein patho-
logisch erho¨hter intrakranialer Druck beobachtet wird.
3.4 Isoenzyme der α-Carboanhydrase
3.4.1 CA I und CA II
Die zytosolischen Isoenzyme CA I und CA II sind im menschlichen Organismus weit
verbreitet. CA I wird u¨berwiegend in den Erythrozyten exprimiert und ist an der Um-
wandlung von CO2 zu HCO
−
3 beteiligt. Ihre katalytische Aktivita¨t ist im Gegensatz zur
CA II niedriger (100-fach). Kristallstrukturanalysen der CA I (Tab. 3.3) haben gezeigt,
dass die Aminosa¨uren Leu198, Thr199 und His200 eine entscheidende Rolle fu¨r die
Substrat- und Inhibitorbindung spielen [Chakravarty & Kannan, 1994]. Weiterhin wird
vermutet, dass zusa¨tzlich zum
”
Proton-Shuttle“ His64 die Aminosa¨uren His200 und
His67, die u¨ber zwei Wassermoleku¨le Wasserstoffbru¨cken mit dem katalytisch aktiven
Hydroxidion eingehen, am katalytischen Mechanismus beteiligt sind. Die Kristallstruk-
turen von CA I im Komplex mit den Sulfonamiden Acetazolamid (PDB-Code: 1azm)
und Methazolamid (1bzm) zeigen, dass diese Inhibitoren mit der Sulfonamid-Gruppe an
das Zinkion koordinieren und dabei das katalytisch aktive Wassermoleku¨l verdra¨ngen.
Welche wichtige Rolle CA II im menschlichen Ko¨rper spielt, wird dadurch deutlich,
dass ein Mangel an CA II unter anderem zu Osteoporose, zu renaler tubula¨rer Azidose
und zu mentaler Retardierung fu¨hren kann [Sly & Hu, 1995]. Außerdem konnte gezeigt
werden, dass CA II mit dem HCO−3 /Cl
−-Transporter wa¨hrend des HCO−3 -Transportes
aus dem Erythrozyten wechselwirkt und den Ausstrom von HCO−3 beschleunigt [Vince
& Reithmeier, 1998]. Gleichzeitig wurde beobachtet, dass CA I, das in ho¨heren Kon-
zentrationen in Erythrozyten vorkommt, nicht mit diesem Transporter interagiert.
Ein entscheidender Unterschied zwischen CA I und CA II wird an der Position 200
beobachtet: in CA II befindet sich an dieser Position ein Thr200 anstelle von His200.
Kinetische Daten, Komplexe der CA II mit Anionen und Inhibitoren [Smith et al.,
1994] und Strukturen von Mutanten der CA II haben entscheidend zur Aufkla¨rung des
Wirkungsmechanismus dieses Isoenzyms und der Familie der α-CA beigetragen (siehe
Kap. 3.2) [Tu et al., 1989; Duda et al., 2003].
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Tab. 3.3: Tabelle ausgewa¨hlter Isoenzyme der α-CA mit bekannter Kristallstruktur. Teilweise wurden
die Strukturen im Komplex mit klassischen CA-Inhibitoren aufgekla¨rt (Acetazolamid, Me-
thazolamid, Dorzolamid und Brinzolamid; siehe Kap. 3.5). Mit dem Stand der PDB vom
24.01.2004 sind insgesamt 10 Strukturen der CA I, ca. 150 von CA II, eine von CA III, drei
von CA IV, vier von CA V und zwei von CA XII hinterlegt. Zwei Strukturen von CA XIV
sind zwar hinterlegt, aber noch nicht verfu¨gbar bzw. ”on hold“.
Isoenzyme PDB-Code Auflo¨sung Inhibitoren/Mutanten Referenz
CA I 1azm 2.0 A˚ Inh.: Acetazolamid (AZM) [Chakravarty & Kannan, 1994]
1bzm 2.0 A˚ Inh.: Methazolamid (MZM) [Chakravarty & Kannan, 1994]
2cab 2.0 A˚ - [Kannan et al., 1984]
CA II 1a42 2.25 A˚ Inh.: Brinzolamid (BZM) [Stams et al., 1998]
1cil 1.60 A˚ Inh.: Dorzolamid (DZM) [Smith et al., 1994]
1am6 2.10 A˚ Inh.: Hydroxamat [Scolnick, 1997]
CA III 1flj 1.80 A˚ - [Mallis et al., 2000]
CA IV 1znc 2.80 A˚ - [Stams et al., 1996]
2znc 2.80 A˚ - [Stams et al., 1998]
3znc 2.80 A˚ Inh.: Brinzolamid (BZM) [Stams et al., 1998]
CA V 1dmx 2.45 A˚ - [Boriack-Sjodin et al., 1995]
1dmy 2.45 A˚ Inh.: Acetazolamid (AZM) [Boriack-Sjodin et al., 1995]
1urt 2.80 A˚ Y64H/F65A-Mutante [Heck et al., 1996]
1keq 1.88 A˚ F65A/Y131C-Mutante [Jude et al., 2002]
CA XII 1jcz 1.55 A˚ - [Whittington et al., 2001]
1jd0 1.50 A˚ Inh.: Acetazolamid (AZM) [Whittington et al., 2001]
CA XIV 1rj5 - - [Whittington et al., 2004]
1rj6 - - [Whittington et al., 2004]
3.4.2 CA III
Die zytosolische CA III wird im Skelettmuskel und in Adipozyten3 exprimiert [Spicer
et al., 1990; Sly & Hu, 1995]. Die genaue physiologische Funktion dieses Isoenzyms ist
nicht bekannt, vermutlich spielt es eine wichtige Rolle beim CO2-Transport im Skelett-
muskel und ist an der CO2-Diffusion zu den Gewebekapillaren beteiligt [Duda et al.,
3Fettzellen
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2002]. Die katalytische Aktivita¨t von CA III ist im Gegensatz zu CA II 1000-fach nied-
riger (kcat = 10
3s−1). Ein weiterer Unterschied zur CA II ist, dass CA III resistent
gegenu¨ber einer Hemmung durch Sulfonamide ist. Eine Kristallstruktur von CA III ist
lediglich von der Ratte bekannt (PDB-Code: 1flj) [Mallis et al., 2000]. Von der humanen
CA III4 wurden zwar die Kristallisationsbedingungen beschrieben, eine Kristallstruktur
ist jedoch noch nicht in der PDB hinterlegt worden [Duda et al., 2002]. Ein entschei-
dender Unterschied zwischen CA III und CA II ist an den Positionen 64, 67 und 198 zu
beobachten. In CA III befinden sich an diesen Positionen Lys64, Arg67 und Phe198,
wa¨hrend sich in der CA II die Aminosa¨uren His64, Asn67 und Leu198 befinden. Bei
Mutationsstudien wurde fu¨r die CA III-Mutante (Lys64His, Arg67Asn, Phe198Leu)
eine erho¨hte katalytische Aktivita¨t festgestellt [Jewell et al., 1991; LoGrasso et al.,
1991]). Vor allem der Austausch der sterisch anspruchsvollen Aminosa¨ure Phe198 ge-
gen Leu198 hat zu vergleichbaren Aktivita¨ten der CA III-Mutante und CA II-Wildtyp
gefu¨hrt. Da ebenfalls bei der Phe198Leu-Mutante Bindungskonstanten fu¨r Inhibitoren
erhalten wurden, die mit denen in Hinblick auf CA II vergleichbar sind, scheint Phe198
in CA III nicht nur die katalytische Aktivita¨t dieses Isoenzyms, sondern ebenfalls die
Bindung von Inhibitoren zu beeinflussen [LoGrasso et al., 1991]. Kristallstrukturen, die
diese Beobachtung belegen, sind jedoch nicht bekannt.
3.4.3 CA IV
Die membrangebundene CA IV ist in der Niere, im Gehirn und in Zellen des Auges
in Zusammenarbeit mit zytosolischen CA (CA I, CA II, CA III) am CO2/HCO
−
3 -
Transport und somit an der U¨berwindung der Membranbarrieren fu¨r HCO−3 beteiligt
[Hageman et al., 1991; Ghandour et al., 1992]. Das 35 kDa Protein geho¨rt zu den aktiv-
sten α-CA (vergleichbar mit CA II) und wird sowohl von Anionen (Sulfat, Chlorid, Bro-
mid, Iodid, Acetat, Phosphat) als auch von Sulfonamiden gehemmt [Baird et al., 1997].
CA IV besitzt eine ho¨here Aktivita¨t fu¨r die Dehydratation von HCO−3 als CA II, was
unter anderem auf die physiologische Funktion in der Niere und der Lunge (Ru¨ckresorp-
tion von HCO−3 , Abatmung von CO2) zuru¨ckgefu¨hrt werden kann [Baird et al., 1997].
CA IV ist u¨ber eine Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Einheit am C-terminalen En-
de an der Oberfla¨che von Membranen von Epithelzellen des Darms, der Niere und der
Lunge verankert (Abb. 3.6). Dadurch wird die reversible Hydratation von Kohlendioxid
an Stellen ermo¨glicht, die einen schnellen Transport von Hydrogencarbonat und/oder
4Sequenzidentita¨t zur CA III der Ratte betra¨gt 92 %
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Kohlendioxid durch die Membran erforderlich machen. Die Kristallstrukturaufkla¨rung
einer lo¨slichen Form der humanen CA IV, bei der der GPI-Anker entfernt wurde, zeigt
einige Unterschiede gegenu¨ber anderen α-CA (PDB-Code: 1znc) [Stams et al., 1996].
Zum einen stabilisieren in CA IV zwei Disulfidbru¨cken das N-terminale Ende (Cys6-
Cys11; Cys23-Cys203), zum anderen ist eine flexible Loop-Region (Lys124 - Glu138)
zum Lo¨sungsmittel hin orientiert. In der CA II befindet sich in dieser Region eine zur
Bindetasche gerichtete Helix (siehe Kap. 4.2.1). Weiterhin treten an der Oberfla¨che des
C-terminalen Endes u¨berwiegend Aminosa¨uren mit positiv geladenen Gruppen (Lys,
Arg) auf. Es wird vermutet, dass dieser positiv geladene, der Bindetasche gegenu¨berlie-
gende Bereich mit negativ geladenen Phospholipidgruppen der Membran wechselwirken
kann (Abb. 3.6) [Stams et al., 1996, 1998].
Abb. 3.6: Verankerung der CA IV mit der Zellmembran. Komplexe von CA II (oben links) und CA
IV (unten rechts) mit dem Inhibitor Brinzolamid (magenta) sind dargestellt. Der GPI-Rest
(gelb) ist mit dem C-terminalen Ende der CA IV verknu¨pft und reicht in die Phospholipid-
doppelschicht der Zellmembran hinein. Basische Aminosa¨uren (Lys, Arg) um den GPI-Anker
stabilisieren die Orientierung und Verankerung von CA IV durch Interaktionen mit negativ
geladenen Phosphatgruppen der Membran (Abbildung aus [Stams et al., 1998]).
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In Kristallstrukturen der CA IV von der Maus im Komplex mit CA-Inhibitoren
wurde beobachtet, dass die flexible Loop-Region (Lys124 - Glu138) eine entscheiden-
de Rolle wa¨hrend der Inhibitorbindung spielt. Zum Beispiel wechselwirken in CA II
hydrophoben Gruppen von Inhibitoren mit den Aminosa¨uren Val135, Phe131, Pro202
(PDB-Code: 1a42). In CA IV (1znc) ko¨nnen diese Interaktionen nicht eingegangen
werden, da sich die ensprechenden Aminosa¨uren auf der flexiblen, zum Lo¨sungsmittel
gerichteten Schleife befinden [Stams et al., 1998].
3.4.4 CA V
Im menschlichen Organismus existieren zwei Subtypen der CA V: CA VA und CA
VB. Die Unterteilung in diese Subtypen erfolgte 1999, als nach der Entdeckung der
CA V in Mitochondrien der Leber (CA VA) [Nagao et al., 1993] ein weiterer Subtyp
in der Bauchspeicheldru¨se und im Ru¨ckenmark beobachtet wurde (CA VB) [Fujikawa-
Adachi et al., 1999b]. Der Subtyp CA VB kommt im Gegensatz zur CA VA nicht in
der Leber vor. Da auch in der Maus eine gewebespezifische Expression beider Subtypen
beobachtet wurde [Shah et al., 2000], wird vermutet, dass unterschiedliche physiologi-
sche Funktionen beider Subtypen fu¨r diese gewebespezifische Expression verantwortlich
sind. CA V stellt Hydrogencarbonat als Substrat fu¨r die Carbamoylphosphatsynthe-
tase und die Pyruvatcarboxylase bereit. Die Carbamoylphosphatsynthetase beno¨tigt im
Harnstoffzyklus HCO−3 fu¨r die Synthese von Carbamoylphosphat, wa¨hrend die Pyruvat-
carboxylase in der Glukoneogenese Pyruvat zu Oxalacetat unter Einbindung von HCO−3
umsetzt [Dodgson & Forster, 1986a,b; Heck et al., 1994; Boriack-Sjodin et al., 1995].
Von Parkkila et al. wurde die Expression von CA V in β-Zellen der Bauchspeichel-
dru¨se beobachtet. Da zugleich der CA-Inhibitor Acetazolamid die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion in isolierten Bauchspeicheldru¨senzellen von Ratten hemmte, wird eine
funktionelle Verknu¨pfung der CA V mit der Regulierung der Insulinsekretion disku-
tiert [Parkkila et al., 1998]. Beide Subtypen CA VA und CA VB besitzen im Gegensatz
zu CA II eine niedrige katalytische Aktivita¨t, werden aber von Sulfonamiden a¨hnlich
stark gehemmt wie CA II [Heck et al., 1994; Fujikawa-Adachi et al., 1999b]. Kristall-
strukturen von CA V von der Maus (PDB-Code: 1dmx, 1dmy) verdeutlichen einige
Unterschiede gegenu¨ber CA II [Boriack-Sjodin et al., 1995]. Die Aminosa¨uren His64,
Ile91 und Phe131 in CA II sind in CA V durch Tyr64, Lys91 und Tyr131 ersetzt.
Mutationsstudien an CA V zeigen, dass in CA V der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Katalyse, das heißt der Protonentransfer vom katalytisch aktivierten Was-
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sermoleku¨l ins Lo¨sungsmittel, nicht nur durch eine Aminosa¨ure wie in CA II (His64)5,
sondern durch mehrere Aminosa¨uren am a¨ußeren Bereich der Bindetasche beeinflusst
wird (Lys91, Tyr131, Lys132) [Heck et al., 1994; Boriack-Sjodin et al., 1995; Heck
et al., 1996; Earnhardt et al., 1998a; Jude et al., 2002].
Weiterhin zeigt der CA V-Komplex von der Maus mit Acetazolamid (1dmy), dass
dieser Ligand in CA V einen a¨hnlichen Bindungsmodus wie in CA II aufweist. Die
Sulfonamid-Gruppe bindet ebenfalls an das Zinkion und entsprechende Wasserstoff-
bru¨cken werden mit Thr199 eingegangen. Die Carbonylgruppe von Acetazolamid bildet
in CA V eine Wasserstoffbru¨cke mit der Hydroxylgruppe von Tyr131 (3.2 A˚), wa¨hrend
in CA II (Phe131) diese Wechselwirkung nicht mo¨glich ist [Boriack-Sjodin et al., 1995].
3.4.5 CA VI und CA VII
Die CA VI ist ein 42 kDa Protein und die einzige Carboanhydrase, die in den Spei-
chel und die Muttermilch abgesondert wird. Die genaue Funktion dieser Isoform ist
nicht bekannt. Es wird vermutet, dass CA VI eine schu¨tzende Funktion im Mund-
und Rachenraum und in der Speisero¨hre einnimmt, indem es im Speichel Hydrogen-
carbonat und Protonen, die von Bakterien der Mundflora stammen, zu Wasser und
Kohlendioxid umwandelt [Parkkila et al., 1997; Kivela et al., 1999a]. Es wurde sogar
beobachtet, dass ein Defizit an CA VI im Speichel die Kariesbildung fo¨rdert [Kivela
et al., 1999b]. Durch Vera¨nderung der Hydrogencarbonatmengen und des pH-Wertes
im Speichel ko¨nnte CA VI die Geschmackswahrnehmung beeinflussen, was die teilweise
auftretenden Geschmacksirritationen mancher CA-Inhibitoren erkla¨ren wu¨rde. Genaue-
re Wechselwirkungen von CA-Inhibitoren mit CA VI sind nicht bekannt. Des Weiteren
wird CA VI vermehrt in die Muttermilch sezerniert [Karhumaa et al., 2001]. Auch hier
ist die genaue physiologische Funktion ungekla¨rt; diskutiert wird unter anderem eine
Beeinflussung bei der Entwicklung des Verdauungskanals im Sa¨uglingsalter.
U¨ber die zytosolische humane CA VII ist sehr wenig bekannt. CA VII wird im
Magen-Darm-Trakt und in der Niere exprimiert. Katalytische Studien an CA VII haben
gezeigt, dass CA VII eine hohe Aktivita¨t besitzt und von CA-Inhibitoren, wie zum
Beispiel Ethoxzolamid und Acetazolamid, gehemmt wird [Earnhardt et al., 1998b].
5eine Mutation His64Ala fu¨hrt zu einem Verlust der Aktivita¨t von CA II [Tu et al., 1989]
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3.4.6 CA IX
Die CA IX geho¨rt zu den membransta¨ndigen Carboanhydrasen und wird in verschie-
denen Krebszellformen vermehrt exprimiert (Eiersto¨cken, Endometrium, Geba¨rmutter,
Pankreas, Niere, Magenschleimhaut) [Pastorek et al., 1994; Kivela et al., 2000b; Bar-
tosova et al., 2002; Juhasz et al., 2003; Zavada et al., 2003; Leppilampi et al., 2003].
Ihre Rolle in der Zellproliferation und -differenzierung und daraus folgend im Tumor-
zellwachstum wird zur Zeit diskutiert. Vermutlich besteht ein Zusammenhang zwischen
Hypoxie-bedingtem Tumorwachstum und einer CA IX-Expression, da eine Hypoxie zu
einer erho¨hten CA IX-Expression fu¨hren kann [Loncaster et al., 2001]. Die Steuerung
des pH-Wertes durch CA IX ko¨nnte ebenfalls eine wichtige Rolle spielen [Nogradi,
1998; Sly, 2000], da der extrazellula¨re pH-Wert von Tumorzellen niedriger ist als der
von normalem Gewebe [Griffiths, 1991]. Weiterhin konnten in vitro Modelle zeigen,
dass ein saurer extrazellula¨rer pH-Wert das invasive Verhalten von Tumorzellen erho¨ht
[Martinez-Zaguilan et al., 1996].
Abb. 3.7: Schematische Darstellung des CA IX-Trimers. CA IX ist in der Membran verankert und
besteht aus mehreren Doma¨nen. Dargestellt ist das extrazellula¨re N-terminale Signalpeptid
(schwarz), die extrazellula¨re CA-Doma¨ne (blau), die Transmembranregion (braun) und der
zytoplasmatische C-Terminus (gru¨n). Die Abbildung wurde von Pastorekova et al. zur Ver-
fu¨gung gestellt [Pastorekova et al., 1997].
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CA IX ist an der Zelloberfla¨che oder im Nukleus lokalisiert, besitzt 459 Aminosa¨u-
ren und besteht aus mehreren Doma¨nen (Abb. 3.7) [Pastorek et al., 1994; Pastorekova
et al., 1997; Nogradi, 1998; Sly, 2000]. Sie besteht aus einem N-terminalen Signalpep-
tid (Aminosa¨uren 1-37), einer extrazellula¨ren Doma¨ne (CA-Doma¨ne; 38-414), einem
Transmembransegment (415-434) und einem zytoplasmatischen C-Terminus (435-459).
Eine Kristallstruktur von CA IX ist bisher nicht bekannt.
Die katalytischen Eigenschaften und die Inhibitionswerte klassischer CA-Inhibitoren
fu¨r CA IX sind mit denen von CA II vergleichbar [Wingo et al., 2001]. Durch den
mo¨glichen Einfluss von CA IX im Krebszellwachstum sind neue Inhibitoren entwickelt
worden [Ilies et al., 2003; Vullo et al., 2003; Winum et al., 2003; Abbate et al., 2004],
wobei aber eine erho¨hte Selektivita¨t gegenu¨ber den anderen α-CAs bisher nicht erreicht
werden konnte.
3.4.7 CA XII
Die CA XII geho¨rt ebenfalls zu den membransta¨ndigen Isoenzymen der α-CA und
wird neben der CA IX zu den Enzymen gerechnet, die vermehrt in Tumorgeweben
exprimiert werden [Kivela et al., 2000a; Sly, 2000]. Eine erho¨hte Expression wird unter
anderem in Nierenkarzinomzellen beobachtet [Tureci et al., 1998]. Der Einfluss von CA
XII auf das Tumorzellwachstum ko¨nnte ebenfalls, wie bei CA IX bereits beschrieben,
auf einer Vera¨nderung des pH-Wertes im extrazellula¨ren Medium beruhen [Griffiths,
1991; Ivanov et al., 1998]. Die Transkription der mRNA von CA IX und CA XII wird
durch das von-Hippel-Lindau-(VHL)-Tumorsuppressorgen reguliert [Ivanov et al., 1998;
Tureci et al., 1998]. Da das VHL-Tumorsuppressorgen die Expression von CA IX und
CA XII unterdru¨ckt, hat ein Verlust dieses Gens eine erho¨hte Expression von CA IX
und CA XII zur Folge [Ulmasov et al., 2000].
CA XII liegt sowohl in Lo¨sung als auch membrangebunden als Dimer vor. Die Kris-
tallstruktur der CA XII zeigt, dass dieses Isoenzym aus einer N-terminalen extrazellu-
la¨ren katalytischen Doma¨ne, einem durch die Membran reichenden α-Helixbereich und
einer kleinen intrazellula¨ren C-terminalen Doma¨ne besteht (Abb. 3.8)(PDB-Code:1jcz,
1jd0) [Whittington et al., 2001]. Die extrazellula¨re CA-Doma¨ne, die 261 Aminosa¨uren
entha¨lt, zeigt eine Sequenzidentita¨t von 30-42 % zu den bekannten 14 α-CA-Isoenzymen
und entha¨lt im aktiven Zentrum ebenfalls ein Zinkion, das durch drei Histidinreste ko-
ordiniert wird.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung des CA XII-Dimers mit der Verankerung in der Membran. Die
extrazellula¨ren CA-Doma¨nen sind in gru¨n und blau, die Zinkionen als weiße Kugeln darge-
stellt. Das hydrophobe Transmembransegment (orange) besteht aus zwei Helices. Die beiden
C-terminalen Enden mit potentiellen Phosphorylierungsstellen sind als orange Kugeln dar-
gestellt (Abb. aus [Whittington et al., 2001]).
Die aktiven Zentren der monomeren Untereinheiten sind derart angeordnet, dass sie
sich an den gegenu¨berliegenden Seiten der Kontaktfla¨chen des Dimers befinden, zur
extrazellula¨ren Seite gerichtet und demnach fu¨r die Katalyse zuga¨nglich sind [Whit-
tington et al., 2001]. CA XII geho¨rt zu den effizientesten Isoenzymen der α-CA und
besitzt an Position 64 ebenfalls ein Histidin. Eine His64Ala-Mutation fu¨hrte (wie in CA
II) zu einem Abfall der Aktivita¨t. Dies la¨sst vermuten, dass His64 in CA XII ebenfalls
am Protontransfer beteiligt ist [Ulmasov et al., 2000]. In Nierenkarzinomzelllinien, die
u¨berwiegend CA II und CA XII exprimieren, zeigte der CA-Inhibitor Acetazolamid
eine Hemmung des Tumorzellwachstums [Parkkila et al., 2000]. Der Bindungsmodus
des Inhibitors in CA XII (PDB-Code: 1jd0) offenbart, dass Acetazolamid – wie be-
reits in CA II beobachtet – mit den Aminosa¨uren Thr199 und Thr200 wechselwirkt
[Whittington et al., 2001]. Ein entscheidender Unterschied in der Anordnung der Ami-
nosa¨uren in den Bindetaschen von CA II und CA XII wird an den Positionen 91, 131
und 132 beobachtet. In CA XII ist Phe131, das in CA II wichtige Wechselwirkungen
3.4 Isoenzyme der α-Carboanhydrase 32
mit Inhibitoren eingeht, gegen Ala131 ausgetauscht. Dadurch ist die Bindetasche in
CA XII in diesem Bereich etwas gro¨ßer und das benachbarte Ser132 (CA II: Gly132)
ist fu¨r eine Wechselwirkung mit entsprechenden funktionellen Gruppen potentieller In-
hibitoren zuga¨nglich. An Position 91 befindet sich in CA XII Thr91 (CA II: Ile91),
das Wasserstoffbru¨cken mit funktionellen Liganden-Gruppen eingehen kann.
3.4.8 CA XIII
U¨ber CA XIII ist nur wenig bekannt. Die katalytischen Eigenschaften und die Hem-
mung dieses Enzyms mit klassischen CA-Inhibitoren und Ionen (Cyanat) wurde vor
kurzem beschrieben [Lehtonen et al., 2003]. Die zytosolische CA XIII ist im mensch-
lichen Ko¨rper weit verbreitet. Sie kommt in den verschiedensten Organen vor, wobei
die genaue Funktion nicht bekannt ist. Sie a¨hnelt strukturell den anderen zytosolischen
α-CA (CA I, CA II, CA III)6 und ihre Aktivita¨t und Inhibition mit Acetazolamid und
Cyanat ist mit der von CA I vergleichbar. CA XIII unterscheidet sich von CA I in
der Bindetasche an den Positionen 91 und 200: in CA XIII befindet sich an diesen
Positionen Lys91 (CA I: Phe91) und Val200 (CA I: His200).
3.4.9 CA XIV
Eine vierte membransta¨ndige Carboanhydrase (CA XIV; 337 Aminosa¨uren; 37.5 kDa)
wurde im menschlichen Gehirn entdeckt [Whittington et al., 2004]. Im Zentralnerven-
system (ZNS) wird der u¨berwiegende Teil der CA XIV exprimiert, wa¨hrend geringere
Expressionsraten in anderen Organen beobachtet wurden [Mori et al., 1999; Fujikawa-
Adachi et al., 1999a; Parkkila et al., 2001]. Die physiologische Funktion von CA XIV
im ZNS ist nicht bekannt. Da CA XIV zu einem großen Teil in fast allen Geweben des
Gehirns gefunden wurde, wird vermutet, dass sie eine wichtige Rolle in der Produktion
der Gehirnflu¨ssigkeit spielt und dort den pH-Wert reguliert. Immunohistochemische
Fa¨rbungen weisen auf eine Expression von CA XIV an neuronalen Membranen und
Axonen hin. Daher ko¨nnte diese extrazellula¨re, membransta¨ndige CA XIV eine wichtige
Rolle bei der Modulation von stimulierenden, synaptischen U¨bertragungen und damit
bei der Reizweiterleitung im Gehirn spielen [Parkkila et al., 2001]. Die Sequenzanaly-
se von CA XIV legt den Aufbau dieses Isoenzyms bestehend aus einer N-terminalen
6Sequenzidentita¨t zwischen 59 und 63 %
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Signalsequenz, einer CA-Doma¨ne, einer Transmembrandoma¨ne und einem kurzen C-
terminalen Rest nahe. Die CA-Doma¨ne zeigt eine starke Homologie mit den anderen
extrazellula¨ren CAs (CA IV, VI, IX, XII)7 und ist auf der Plasmamenbran lokalisiert,
wobei die CA-Doma¨ne in den extrazellula¨ren Raum gerichtet wird [Mori et al., 1999].
Die ho¨chste Sequenzidentita¨t zu CA XIV wurde fu¨r CA XII beobachtet (44.2 %). Da
eine Hemmung von CA XIV durch Acetazolamid beobachtet wurde [Fujikawa-Adachi
et al., 1999a], ko¨nnte die Wechselwirkung von Inhibitoren mit diesem Isoenzym im Ge-
hirn eventuell die neurologischen Nebenwirkungen von CA-Inhibitoren (Depressionen,
Sedation) erkla¨ren, die die Blut-Hirn-Schranke u¨berwinden ko¨nnen.
Die Kristallstruktur der CA XIV von der Maus wurde ku¨rzlich aufgekla¨rt (PDB-
Code: 1rj5, 1rj6) [Whittington et al., 2004]. CA XIV besitzt wie alle anderen α-CA
als Hauptstrukturfragment ein zehnstra¨ngiges β-Faltblatt und ein Zinkion in der Bin-
detasche, das von drei Histidinseitenketten (His94, His96, His119) und einem Was-
sermoleku¨l koordiniert wird. Wie ebenfalls in CA XII und CA IV beobachtet wurde,
besitzt CA XIV eine Disulfidbru¨cke (Cys23-Cys203), die eine an der Katalyse beteiligte
Loop-Region (Thr199, Thr200) stabilisiert. Im Gegensatz zur CA XII liegt CA XIV
als Monomer vor, eine Dimerisierung in der Membran kann aber nicht ausgeschlossen
werden [Whittington et al., 2004]. Der Komplex von CA XIV mit Acetazolamid zeigt,
dass dieser Inhibitor an das Zinkion koordiniert und Wasserstoffbru¨cken mit Thr199
und Thr200 ausbildet. Durch spezifische Wechselwirkungen mit Aminosa¨uren (Tyr204,
Gln67, Ala91, Leu131), die sich von denen in anderen Isoenzymen unterscheiden,
ko¨nnen mo¨glicherweise CA XIV-selektive Inhibitoren entwickelt werden.
3.4.10 Carboanhydrase-verwandte Proteine (CARP)
Die IsoenzymeCARP VIII,CARP X undCARP XI za¨hlen zu den CA-verwandten
Proteinen (CARP, carbonic anhydrase related protein), da sie zwar eine CA-Doma¨ne
besitzen, im Vergleich zu den anderen α-CA aber keine katalytische Aktivita¨t zei-
gen. Mindestens ein das Zinkion komplexierendes Histidin ist in diesen CARPs ersetzt
durch ein Arginin, Leucin oder Glutamin (Tab. 3.4), mit der Folge, dass kein Zinkion
im aktiven Zentrum gebunden wird [Bergenhem et al., 1998; Bellingham et al., 1998;
Lovejoy et al., 1998; Tashian et al., 2000]. Mit monoklonalen Antiko¨rpern wurde belegt,
dass die Isoformen VIII, X und XI u¨berwiegend im Zentralnervensystem des Menschen
7Sequenzidentita¨t zwischen 32.4 und 44.2 %
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exprimiert werden [Taniuchi et al., 2002]. Die Funktion dieser CARPs ist bis heute
nicht bekannt. Ein CARP von der Maus, das eine Sequenzidentita¨t von 98.6 % zum
Menschen besitzt, wurde von Sjo¨blom 1996 in E. coli exprimiert. Die beiden Punkt-
mutationen (Arg117His, Glu115Gln) ermo¨glichen die Aufnahme von Zink und somit
die katalytische Aktivita¨t dieser Mutante. Im Gegensatz zu dieser Doppelmutante ist
die nicht modifizierte CARP inaktiv [Sjo¨blom et al., 1996]. Die Aminosa¨uren Arg117
und Glu115 entsprechen den Aminosa¨uren His94 und Gln92 in den aktiven α-CAs. Die
katalytische Aktivita¨t der Mutante wurde durch Acetazolamid gehemmt. Obwohl keine
Kristallstruktur der CARP vorliegt, hatte diese Beobachtung zum einen gezeigt, dass
eine Verwandtschaft zwischen CA und CARP besteht, und zum anderen, dass CARP
durch gezielte Mutationen von Aminosa¨uren, die in den aktiven CA fu¨r eine Koordina-
tion des Zinkions wichtig sind, in aktive CA u¨berfu¨hrt werden ko¨nnen [Sjo¨blom et al.,
1996].
Tab. 3.4: An das Zinkion koordinierende Aminosa¨uren in CARP VIII, CARP X und CARP XI. Die
Nummerierung der Aminosa¨uren erfolgte analog der fu¨r CA II.
Isoenzym Position 94 Position 96 Position 119
CARP VIII Arg94 His96 His119
CARP X Arg94 His96 Gln119
CARP XI Arg94 Leu96 Gln119
3.5 Carboanhydrase-Inhibitoren
Die Aktivita¨t von Enzymen kann durch spezifische niedermolekulare Substanzen, die
mit dem Protein wechselwirken, reversibel oder irreversibel gehemmt werden. Ein ir-
reversibler Inhibitor bindet entweder kovalent oder nicht kovalent an das betref-
fende Protein, dissoziiert nur sehr langsam von diesem ab und fu¨hrt zu einer starken
Inhibition. Diese irreversible beziehungsweise zeitabha¨ngige Hemmung kommt meist
durch eine Modifikation von wichtigen Aminosa¨uren im aktiven Zentrum (Cys, Ser)
des Enzyms zustande. Eine reversible Inhibition ist dadurch gekennzeichnet, dass
der Inhibitor vom Enzym schnell dissoziieren kann. Bei der kompetitiven reversiblen
Hemmung besteht ein Gleichgewicht zwischen Enzym, Substrat und Inhibitor. Inhi-
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bitor und Substrat konkurrieren um die Bindestelle im aktiven Zentrum, so dass bei
Anwesenheit eines Inhibitors der Anteil an Enzymmoleku¨len mit gebundenem Substrat
– und dadurch auch die Katalysegeschwindigkeit – verringert wird.
Die Carboanhydrasen werden von Anionen oder niedermolekularen Verbindungen
kompetitiv gehemmt. Eine Hemmung der CA erfolgt durch eine Koordination der In-
hibitoren an das Zinkion. Dadurch wird die Umsetzung von CO2 zu HCO
−
3 und damit
auch die katalytische Aktivita¨t herabgesetzt (siehe Kap. 3.2).
3.5.1 Inhibitorklassen der Carboanhydrase
Carboanhydrasen ko¨nnen durch Anionen, Thiol-, Phosphat-, Carboxylat-, Hydroxamat-
und Sulfonamid-Derivate gehemmt werden. Anionen (HS−, CN−, SCN−, N−3 , HSO
−
3 ,
I−) sind schwache Inhibitoren der CA. Sie verdra¨ngen entweder das metalliongebun-
dene, katalytisch aktive Wassermoleku¨l (mit einer resultierenden tetraedrischen Zink-
koordination) oder es kommt zu einer Addition des Anions an das Zinkion unter
Erweiterung dessen Koordinationsspha¨re. Bei der Addition, die zum Beispiel bei der
Bindung von SCN− zu beobachten ist [Supuran et al., 2003], wird das katalytisch aktive
Wassermoleku¨l nicht verdra¨ngt. Es kommt zu einer fu¨nffachen Koordination am Zink-
ion mit einer verzerrten trigonal-pyramidalen Bindungsgeometrie. Affinere Inhibitoren
konnten durch Addition weiterer Reste an die Anionenankergruppen entwickelt wer-
den, die die humane CA II im nanomolaren Bereich hemmen (Tab. 3.5, Verbindungen
1 und 2) [Fenesan et al., 2000; Supuran & Scozzafava, 2001].
Eine weitere Inhibitorklasse der CA stellen die Hydroxamate dar (Tab. 3.5, Ver-
bindungen 3, 4 und 5). Hydroxamate binden u¨ber das deprotonierte Stickstoffatom
an das Zinkion der CA [Scolnick, 1997]. Die Kristallstruktur (PDB-Code: 1am6) von
CA II mit der Verbindung 3 zeigt, dass die Carbonylgruppe eine Wasserstoffbru¨cke
mit dem Amidstickstoff der Hauptkette von Thr199 eingeht (Abb. 3.9, links). Die
Hydroxylgruppe des Hydroxamats wechselwirkt mit der Hydroxylfunktion der Sei-
tenkette von Thr199. Das Sauerstoffatom der OH-Gruppe von Thr199 fungiert als
Wasserstoffbru¨ckenakzeptor, da das Wasserstoffatom mit dem benachbarten Glu106
interagiert. Diese spezifischen Wechselwirkungen des Hydroxamatankers mit Thr199
sind fu¨r den spezifischen Bindungsmodus der Hydroxamate in CA verantwortlich. Die
gesteigerte Affinita¨t der mit Fluoratomen substituierten Verbindung 4 kann zum einen
mit dem erho¨hten Elektronenzug der Fluoratome auf die Hydroxamatgruppe erkla¨rt
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Tab. 3.5: CA-Inhibitoren mit unterschiedlichen, an das Zinkion koordinierenden funktionellen Grup-
pen.
Nr. Struktur Ki CA II [nM] pKi CA II
1 25 7.60
2 2 8.70
3 47000 4.33
4 3800 5.42
5 11 7.96
6 0.8 9.10
7 300 6.52
werden. Dadurch wird der pKa-Wert der Verbindung erniedrigt und begu¨nstigt eine
Koordination an das Zinkion im deprotonierten Zustand. Zum anderen werden zusa¨tz-
liche gu¨nstige van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Aminosa¨uren Val121, Val140,
Val143, Leu198 und Trp209 sowie eine schwache polare Fluor-Zink-Wechselwirkung be-
obachtet (2.8 A˚)8 [Scolnick, 1997]. Die Einfu¨hrung von geeigneten Seitenketten an das
Hydroxamat-(5)- bzw. Hydroxysulfonamid-(6)-Grundgeru¨st fu¨hrte zu Verbindungen,
die CA II im nanomolaren Bereich hemmen (Tab. 3.5).
8die Kristallstruktur der Verbindung 4 ist jedoch nicht in der PDB hinterlegt
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Abb. 3.9: Bindungsmodus der Hydroxamate (links) und Sulfonamide (rechts) in CA II. Beide Inhibi-
torklassen binden deprotoniert an das Zinkion [Scolnick, 1997; Lindskog, 1997]. Durch spezi-
fische Wechselwirkungen mit hydrophoben Aminosa¨uren (Leu198, Pro202, Leu204, Val135,
Phe131) bzw. hydrophilen Aminosa¨uren (Gln92, Asn67, Glu69) in der Bindetasche kann die
Affinita¨t der Verbindungen in den nanomolaren Bereich erho¨ht werden.
Die weitaus gro¨ßte Gruppe von CA-Inhibitoren stellen die Sulfonamide dar (Tab.
3.5, Verbindung 7). Seit Entdeckung der Carboanhydrase ist bekannt, dass prima¨re
Sulfonamide die Aktivita¨t der CA beeinflussen. Durch eine Substitution der prima¨ren
Sulfonamid-Gruppe wird die Affinita¨t der Verbindungen herabgesetzt beziehungsweise
die inhibitorische Wirkung wird komplett aufgehoben [Krebs, 1948]. Die prima¨ren Sul-
fonamide verdra¨ngen das an das Zinkion koordinierte und ein zweites Wassermoleku¨l9
aus der Bindetasche, das in der Apostruktur des Enzyms eine Wasserstoffbru¨cke mit
Thr199 eingeht, und binden deprotoniert mit ihrem negativ geladenen Stickstoffatom
an das Zinkion (Abb. 3.9, rechts) [Lindskog, 1997]. Eine weitere Wasserstoffbru¨cke wird
mit Thr199 ausgebildet. Kristallstrukturen von zahlreichen Komplexen der CA II mit
sulfonamidischen Inhibitoren zeigen, dass sich die Seitenketten der Liganden in eine
hydrophobe Tasche orientieren (Leu198, Pro202, Leu204, Val135, Phe131). Hydrophile
funktionelle Gruppen von Inhibitoren wechselwirken mit polaren Aminosa¨uren (Gln92,
Asn67, Glu69) in einer hydrophilen Tasche. Die Verbindungen 8 - 11 aus Tab. 3.6
za¨hlen zu den klassischen Inhibitoren der Carboanhydrase. Diese Verbindungen besit-
zen ein aromatisches beziehungsweise heterozyklisches Ringsystem. Substitutionen der
einzelnen Seitenketten und die Einfu¨hrung eines Thienothiopyran-Ringsystems fu¨hrten
zu den wirksamsten Inhibitoren der humanen CA II (12, 13), die derzeit therapeutisch
angewendet werden.
9in der Literatur auch als ”deep water“ bezeichnet
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Tab. 3.6: Auswahl von prima¨ren Sulfonamiden, die als CA-Inhibitoren therapeutisch angewendet wer-
den.
Nr. Struktur Inhibitor Ki CA II [nM] pKi CA II
8 Acetazolamid 10 8.0
9 Methazolamid 8 8.10
10 Ethoxzolamid 0.7 9.15
11 Dichlorphenamid 30 7.52
12 Dorzolamid 9 8.05
13 Brinzolamid 3 8.52
14 Topiramat 5 8.30
15 Zonisamid 4300 5.37
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3.5.2 Therapeutische Anwendung von
Carboanhydrase-Inhibitoren
Mehr als 40 Jahren lang wurde Acetazolamid (8) (Tab. 3.6) als Diuretikum angewen-
det, ist aber seit 1997 nicht mehr als solches zugelassen. Durch eine Hemmung der CA
in der Niere fu¨hrt dies zu einer verminderten Resorption von HCO−3 und dadurch zu ei-
ner reduzierten Flu¨ssigkeitsretention beziehungsweise erho¨hten Diurese [Maren, 1967].
Die klassischen CA-Inhibitoren (8 - 11) werden außerdem in der Glaukomtherapie
angewendet. Durch die systemische Applikation dieser nicht-selektiv wirkenden CA-
Inhibitoren werden aber nicht nur CAs im Auge gehemmt, sondern auch weitere Isoen-
zyme der CA in anderen Organen (Niere, Leber, Magen-Darm-Trakt, Bauspeicheldru¨se,
Gehirn). Dies fu¨hrt zu unerwu¨nschten Nebenwirkungen (Appetitlosigkeit, Mu¨digkeit,
Depressionen, Nierensteinbildung, gastrointestinale Sto¨rungen, metabolische Azidose)
[Maren, 1967, 1987; Supuran, 2000], so dass Mitte der 90er Jahre Verbindungen ent-
wickelt wurden, die lokal am Auge zur Behandlung des Glaukoms eingesetzt werden
ko¨nnen und somit die oben erwa¨hnten Nebenwirkungen nicht besitzten (12, Dorzola-
mid, Trusopt® und 13, Brinzolamid, Azopt®) [Sugrue, 1997]. Diese neuartigen CA-
Inhibitoren besitzen eine gute Wasserlo¨slichkeit, aber auch hinreichend gute lipophile
Eigenschaften, um die Hornhaut zu durchdringen [Maren, 1995; Supuran, 2000]. Die
klassischen CA-Inhibitoren (8 - 11) ko¨nnen nicht topisch angewendet werden, da sie
nicht in ausreichenden Mengen an den Wirkort gelangen. Sie sind entweder gut was-
serlo¨slich, ko¨nnen aber nicht die Hornhaut des Auges durchdringen, oder sie sind zu
lipophil, so dass nur unzureichende Wirkstoffmengen aus der entsprechenden Formu-
lierung freigesetzt werden [Maren, 1995]. Acetazolamid (8) wird neben der Glaukom-
therapie bei manchen Formen der Epilepsie, bei Hirno¨demen und bei der Ho¨henkrank-
heit angewendet [Larson et al., 1982; Reiss & Oles, 1996; Carrion et al., 2001]. Neben
Acetazolamid werden andere Sulfonamide wie Methazolamid (9), Topiramat (14) und
Zonisamid (15) als Antiepileptika eingesetzt [Dodgson et al., 2000; Masereel et al.,
2002; Supuran & Scozzafava, 2002]. Ob diese CA-Inhibitoren durch eine Fo¨rderung der
Durchblutung krampflo¨send auf manche Epilepsieformen wirken [Barnish et al., 1980]
oder eventuell auch mit Rezeptoren von Ionenkana¨len wechselwirken beziehungsweise
die Ausschu¨ttung von Mediatoren (GABA) im Gehirn beeinflussen, ist zur Zeit nicht
bekannt.
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4 Selektivita¨tsuntersuchungen am Beispiel
der Carboanhydrase
4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels
3D-QSAR-Verfahren
4.1.1 Aufbau des Ligandendatensatzes
Fu¨r die Ableitung signifikanter 3D-QSAR-Modelle ist die Auswahl der Liganden des
Trainings-Datensatzes und ihre strukturelle U¨berlagerung in einer bioaktiven Konfor-
mation von großer Bedeutung. Aus der Literatur wurden 87 Inhibitoren ausgewa¨hlt,
fu¨r die Bindungsaffinita¨ten in Form von Ki- bzw. pKi-Werten (-logKi) fu¨r die Isoen-
zyme CA I, CA II und CA IV bekannt sind (Tab. 4.1 und 4.2) [Borras et al., 1999;
Scozzafava et al., 1999a,b; Supuran, 1999; Ilies et al., 2000; Casini et al., 2000; Scozzafa-
va, 2000; Scozzafava & Supuran, 2000; Scozzafava et al., 2000; Supuran & Scozzafava,
2000; Supuran et al., 2001].
Tab. 4.1: Grundgeru¨ste der CA-Inhibitoren, die fu¨r den Aufbau des Datensatzes verwendet wurden.
A B C
Thiadiazolsulfonamide Thienothiopyransulfonamide Benzothiazolsulfonamide
D E F
Phenylsulfonamide Hydroxamate Hydroxysulfonamide
4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 41
Es wurde bei der Erstellung des Datensatzes darauf geachtet, dass die Streuung
der Affinita¨tsdaten fu¨r alle drei Isoenzyme sich wenigstens u¨ber drei logarithmische
Einheiten erstreckt [Thibaut et al., 1993]. Die Inhibitoren des Datensatzes enthalten
sechs unterschiedliche Grundgeru¨ste (Tab. 4.1, A-F), die jeweils mit verschiedenen
Seitenketten substituiert sind.
Da durch NMR-Studien belegt ist, dass CA-Inhibitoren deprotoniert an das Zink-
ion koordinieren [Lindskog, 1997], wurde die Formalladung am Stickstoffatom der
Sulfonamid-Gruppe auf -1 gesetzt. In dem Datensatz bestehend aus 87 Inhibitoren
sind 18 Thiadiazol(A)-, 5 Thienothiopyran(B)-, 11 Benzothiazol(C)- und 39 Phenyl-
sulfonamide(D) enthalten. Des Weiteren wurden 6 Verbindungen mit Hydroxamat-
grundgeru¨st(E) und 8 Hydroxysulfonamide(F) verwendet.
Tab. 4.2: 87 Inhibitoren des QSAR-Datensatzes. Die Bindungsaffinita¨ten fu¨r CA I, II und IV sowie
die Formalladung des Moleku¨ls sind angegeben.
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
16 A 01 5.07 7.22 6.27 -1
17 A 02 6.34 8.52 6.90 0
18 A 03 6.52 8.30 7.89 -1
19 A 04 6.52 8.70 8.10 -1
20 A 05 6.26 7.68 7.25 -1
21 A 06 6.05 7.82 7.00 -1
22 A 07 7.44 8.22 7.68 -2
23 A 08 8.52 8.22 8.10 -1
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
24 A 09 6.70 9.40 8.05 -1
25 A 10 8.22 8.70 8.30 -1
26 A 11 8.70 10.00 8.52 -1
27 A 12 7.48 8.70 8.05 -1
28 A 13 6.00 8.52 7.60 -1
29 A 14 6.68 9.52 8.22 -1
30 A 15 6.52 8.15 7.48 -1
31 A 16 6.62 8.22 7.60 -1
32 A 17 8.15 8.10 7.82 -1
33 A 18 6.05 7.92 6.66 -1
34 B 01 5.70 8.30 7.96 -1
35 B 02 6.40 8.30 7.77 -2
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
36 B 03 6.46 8.10 7.40 -1
37 B 04 6.77 8.30 8.00 -1
38 B 05 4.30 8.05 7.37 0
39 C 01 7.26 8.10 7.77 -1
40 C 02 7.30 8.15 7.82 -1
41 C 03 7.74 9.30 8.15 -1
42 C 04 7.19 9.15 7.96 -1
43 C 05 7.15 8.05 7.72 -1
44 C 06 8.00 8.40 7.92 0
45 C 07 7.89 8.30 7.72 -1
46 C 08 6.92 9.30 8.10 -1
47 C 09 7.39 9.70 8.30 -1
48 C 10 7.31 9.22 8.15 -1
49 C 11 7.60 8.10 7.89 -1
50 D 01 4.55 6.52 5.52 -1
51 D 02 4.11 6.49 5.49 -1
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
52 D 03 4.60 6.77 5.55 0
53 D 04 4.68 6.80 5.61 0
54 D 05 4.74 6.96 6.35 -1
55 D 06 4.82 6.91 6.76 0
56 D 07 3.86 5.30 4.61 -1
57 D 08 4.10 6.26 4.35 -1
58 D 09 4.68 6.41 5.04 -1
59 D 10 4.82 6.27 4.96 -1
60 D 11 4.82 6.26 4.96 -1
61 D 12 4.60 6.98 6.80 -1
62 D 13 4.94 7.21 6.99 -1
63 D 14 4.80 6.85 6.78 -1
64 D 15 5.67 7.10 6.85 -1
65 D 16 4.81 6.87 6.75 -1
66 D 17 4.82 7.32 6.85 -1
67 D 18 6.20 7.96 7.52 -1
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
68 D 19 5.05 7.44 7.00 -1
69 D 20 6.16 7.92 6.81 -1
70 D 21 5.10 7.60 7.41 -1
71 D 22 5.22 7.70 7.52 -1
72 D 23 7.38 8.22 7.30 -1
73 D 24 6.05 8.00 6.39 -1
74 D 25 5.90 7.30 6.40 -1
75 D 26 4.82 6.92 6.82 -2
76 D 27 6.26 8.15 7.40 -2
77 D 28 5.69 7.70 6.92 -2
78 D 29 4.81 6.88 6.77 -1
79 D 30 7.27 7.92 7.44 -2
80 D 31 7.35 7.96 7.48 -2
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
81 D 32 7.01 7.92 7.26 -1
82 D 33 6.94 7.82 7.21 -1
83 D 34 7.27 7.82 7.49 -2
84 D 35 7.52 8.22 7.89 -1
85 D 36 6.90 7.38 7.12 -1
86 D 37 7.04 7.48 7.25 -1
87 D 38 7.46 8.15 7.74 -2
88 D 39 7.33 7.96 7.62 -2
89 E 01 8.15 8.10 8.00 -1
90 E 02 8.10 7.96 7.89 -1
(Fortsetzung na¨chste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 4.2)
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV Ladung
91 E 03 7.48 7.41 7.42 -1
92 E 04 7.30 8.30 7.41 -1
93 E 05 7.68 7.80 7.77 -1
94 E 06 7.49 7.46 7.52 -1
95 F 01 4.64 6.82 6.68 -1
96 F 02 4.70 7.52 7.80 -1
97 F 03 5.74 7.82 7.57 -1
98 F 04 5.80 8.05 7.68 -1
99 F 05 4.92 7.40 6.54 -1
100 F 06 4.29 7.15 6.90 -1
101 F 07 4.24 8.05 7.15 -1
102 F 08 4.74 7.59 7.13 -1
Mittelwert 6.21 7.81 7.19
Standardabweichung 1.27 0.84 0.88
Maximalwert 8.70 10.00 8.52
Minimalwert 3.86 5.30 4.35
Wertebereich 4.84 4.70 4.18
Fu¨r die Bestimmung der Bindungskonstanten wurde die Aktivita¨t der CA her-
angezogen [Pocker & Stone, 1967]. CA katalysiert die Umsetzung von farblosem p-
Nitrophenolacetat zu gelbem p-Nitrophenolat. Die zeitlich verzo¨gerte Umsetzung in
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Anwesenheit eines Inhibitors wird bei 405 nm mit einem UV-Spektrometer photome-
trisch bestimmt. Die Genauigkeit der Affinita¨tsbestimmung wurde mit einer Abwei-
chung von 10 - 20 % angegeben.
Wie aus der Tabelle 4.2 zu entnehmen ist, erstrecken sich die Wertebereiche der ex-
perimentellen Bindungsaffinita¨ten fu¨r alle drei Isoenzyme u¨ber die fu¨r eine statistische
Analyse notwendige Mindestgro¨ße von drei logarithmischen Einheiten (CA I = 4.84,
CA II = 4.70, CA IV = 4.18) [Thibaut et al., 1993]. Die Verbindung 26 (A 11) zeigt die
ho¨chsten Bindungsaffinita¨ten zu allen drei Isoenzymen und hemmt CA I (pKi = 8.70,
Ki = 2 nM) und CA IV (pKi = 8.52, Ki = 3 nM) im nanomolaren Bereich, wa¨hrend die
Affinita¨t fu¨r CA II (pKi = 10.0, Ki = 0.1 nM) sogar im subnanomolaren Bereich liegt.
Die CA-Inhibitoren mit einem Thiadiazol-(A) und Thienothiopyran-(B)-Grundgeru¨st
sind mittelstarke bis starke Inhibitoren der CA. Die Benzothiazol-Derivate (C) geho¨ren
zu den sta¨rksten Inhibitoren des Datensatzes, wa¨hrend die Phenylsulfonamide (D) eine
um ein bis zwei Gro¨ßenordnungen schwa¨chere Inhibition fu¨r alle drei Isoenzyme zeigen.
Wa¨hrend die Hydroxamate (E) alle drei Isoenzyme im zweistelligen nanomolaren Be-
reich hemmen, weisen die Hydroxysulfonamide (F) fu¨r CA II und CA IV eine a¨hnlich
starke Bindungsaffinita¨t im zweistelligen nanomolaren Bereich auf. Fu¨r CA I hingegen
wird lediglich eine relative schwache Inhibition im mikromolaren Bereich beobachtet.
Um zu u¨berpru¨fen, wie stark die verschiedenen Bindungsaffinita¨ten der Inhibitoren
untereinander korrelieren, wurden die biologischen Aktivita¨ten fu¨r die einzelnen Isoen-
zyme paarweise gegeneinander aufgetragen und der Korrelationskoeffizient bestimmt
(Abb. 4.1). Anhand der Auftragung kann zuna¨chst abgescha¨tzt werden, welche wech-
selseitigen Abha¨ngigkeiten zwischen den einzelnen Affinita¨tsdaten bestehen. Eine hohe
Datenkorrelation ko¨nnte zu Problemen bei der Erstellung und Auswertung von Se-
lektivita¨tsmodellen fu¨hren. Eine hohe Datenkorrelation wu¨rde dazu fu¨hren, dass die
Differenzwerte der Verbindungen zu den Enzympaaren keine drei logarithmische Ein-
heiten abdecken wu¨rde, so dass keine aussagekra¨ftigen, signifikanten Modelle erhalten
werden ko¨nnen. Die Bestimmung der Korrelationskoeffizienten zeigt, dass die biologi-
schen Aktivita¨ten von CA II und CA IV stark miteinander korrelieren (r = 0.86). Auch
die Affinita¨ten zwischen CA I und CA II beziehungsweise CA I und CA IV zeigen eine
gewisse Abha¨ngigkeit auf (r = 0.72 bzw. 0.74). Ein Vergleich der Affinita¨tswerte fu¨r CA
I und CA II zeigt (Abb. 4.1, oben links), dass die Inhibitoren CA II sta¨rker hemmen
als CA I1. Es sind keine Verbindungen im Datensatz enthalten, die CA I signifikant
1fehlende Datenpunkte im rechten unteren Teil des Diagramms unterhalb der Diagonalen
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Abb. 4.1: Paarweises Auftragen der Affinita¨tsdaten und Bestimmung des Korrelationskoeffizienten fu¨r
die Isoenzyme CA I, CA II und CA IV.
sta¨rker hemmen als CA II. Diese Tendenz wird auch zwischen CA I und CA IV be-
obachtet. Hier wird CA IV in der Regel sta¨rker gehemmt als CA I (Abb. 4.1, oben
rechts). Ein Auftragen der Bindungsaffinita¨ten von CA II und CA IV besta¨tigt die
hohe Datenkorrelation zwischen diesen beiden Isoenzymen und unterstreicht, dass CA
II tendenziell sta¨rker inhibiert wird (Abb. 4.1, unten und Maximal- bzw. Minimalwert
in Tab. 4.2). CA II wird von nahezu allen Inhibitoren des Datensatzes am sta¨rksten
gehemmt, gefolgt von CA IV und CA I (CA II > CA IV > CA I). Die Generierung und
Interpretation der Selektivita¨tsmodelle, die durch Auswertung der Bindungsaffinita¨ten
der Liganden erhalten wurden, werden in den Kapiteln 4.1.4 und 4.1.5 beschrieben und
diskutiert.
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4.1.2 U¨berlagerung der Inhibitoren
Wie in Kapitel 2.1 bereits erwa¨hnt, spielt die ra¨umliche U¨berlagerung der Inhibitoren
eine entscheidende Rolle bei der Erstellung von 3D-QSAR-Modellen. Fu¨r die U¨berlage-
rung der 87 Inhibitoren des QSAR-Datensatzes wurden experimentelle Kristallstruktu-
ren der CA im Komplex mit niedermolekularen Liganden als Referenzstrukturen ver-
wendet. Die U¨berlagerung aller Kristallstrukturen der CA mit ReLiBase2 [Hendlich
et al., 2003; Gu¨nther et al., 2003] verdeutlicht, dass alle Liganden einen einheitlichen
Bindungsmodus aufweisen (siehe Kap. 3.5.1, Abb. 3.9 und Abb. 4.2). Des Weiteren zei-
gen die Aminosa¨uren, die sich im Bereich des aktiven Zentrums befinden, im Vergleich
zur Apo-Struktur keine signifikante A¨nderung der Konformation. Eine Ausnahme stellt
His64 dar, das in zwei unterschiedlichen Konformationen vorkommt. Jedoch geht diese
Aminosa¨ure weder bei der zum Lo¨sungsmittel gerichteten Konformation (sog.
”
out“-
Position) noch bei der zur Bindetasche zeigenden Konformation (
”
in“-Position) direkte
Wechselwirkungen mit gebundenen Liganden ein. Diese Flexibilita¨t von His64 spielt
fu¨r den Protonentransfer des am Zink gebundenen Wassermoleku¨ls an das Lo¨sungsmit-
tel eine entscheidende Rolle (siehe Kap. 3.2). Die Referenzliganden in den Komplexen
wurden als Template fu¨r den Aufbau der Verbindungen des QSAR-Datensatzes heran-
gezogen. 189 Kristallstrukturen von CA-Isoenzymen sind in der PDB hinterlegt3. Die
meisten Kristallstrukturen wurden zusammen mit CA II gelo¨st (ca. 150), weitere zehn
Kristallstrukturen der CA I sowie drei Strukturen von CA IV sind in der PDB abgelegt.
Die restlichen Eintra¨ge sind anderen Isoenzymen der α-CA zugeordnet bzw. geho¨ren
zu CA der β- und γ-Familie. Fu¨r die weitere Analyse wurden folgende Protein-Ligand-
Komplexe verwendet (PDB-Codes):
• CA I: 1azm, 1bzm, 1czm
• CA II: 1a42, 1am6, 1bcd, 1bn1, 1bn3, 1bn4, 1bnm, 1bnn, 1bnq, 1bnt, 1bnu, 1bnv,
1bnw, 1cil, 1cim, 1cin, 1cnw, 1cnx, 1cny, 1g1d, 1g45, 1g46, 1g48, 1g4j, 1g4o, 1g52,
1g53, 1g54, 1okl, 1okm, 1okn, 2h4n
• CA IV: 1znc, 3znc
Um die U¨berlagerung der Proteine auf die Bindetasche zu fokussieren und somit
Einflu¨sse von Proteinbereichen außerhalb des aktiven Zentrums auf die U¨berlagerung
2Receptor-Ligand-Database, http://relibase.ccdc.cam.ac.uk/
3Stand 24.01.2004
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zu minimieren, wurden folgende 20 Aminosa¨uren, die in den drei Isoenzymen CA I, II
und IV konserviert sind und sich in unmittelbarer Na¨he des aktiven Zentrums befinden,
fu¨r die U¨berlagerung ausgewa¨hlt (Abb. 4.2):
Ser29, Pro30, Asn61, Gly63, Gln92, His94, His96, Trp97, Glu106, Glu117, His119,
His122, Ala142, Val143, Ser197, Thr199, Pro201, Glu205, Trp209, Asn244
Die Kristallstruktur von CA II (PDB-Code:1cil, Auflo¨sung: 1.58 A˚) wurde als Re-
ferenz ausgewa¨hlt und alle oben aufgefu¨hrten α-CAs, die im Komplex mit einem nie-
dermolekularen Liganden in der PDB hinterlegt sind, wurden anhand der Koordinaten
aller Nicht-Wasserstoffatome der 20 Aminosa¨uren auf die Referenzstruktur u¨berlagert.
Abbildung 4.2 zeigt die Lo¨sungsmittel-zuga¨ngliche Oberfla¨che der Isoenzyme CA I,
CA II und CA IV und eine U¨berlagerung der drei Proteine. Ein Vergleich der super-
positionierten Komplexe zeigt, dass alle Sulfonamid-Ankergruppen u¨bereinander zum
Liegen kommen und die Seitenketten der Liganden in eine hydrophobe Tasche zeigen
(Abb. 4.2). Die 87 Inhibitoren aus Tabelle 4.2 wurden mit dem Modellingprogramm
Sybyl (Version 6.8) erzeugt. Beim Aufbau der Verbindungen wurden die u¨berlager-
ten Referenzliganden aus den verfu¨gbaren Kristallstrukturen als Template verwendet,
wobei die unterschiedlichen Substituenten der Verbindungen des Datensatzes an die
Templatgeru¨ste addiert bzw. entsprechend abgea¨ndert wurden. Mit dieser Strategie ist
anzunehmen, dass die Liganden in einer Konformation vorliegen, die der experimentell
bestimmten Konformation a¨hnlicher Liganden im Protein weitgehend nahe kommt.
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Abb. 4.2: Darstellung der lo¨sungsmittelzuga¨nglichen Oberfla¨che der Bindetaschen von CA I (gru¨n),
CA II (gelb) und CA IV (cyan). Die Aminosa¨uren, die fu¨r die U¨berlagerungen verwen-
det wurden, sind mit der lo¨sungsmittelzuga¨nglichen Oberfla¨che von CA II dargestellt (oben,
links). CA II (1cil) wurde als Referenz herangezogen und CA I (1azm, RMSD = 0.59 A˚)
sowie CA IV (1znc, RMSD = 0.52 A˚) unter Beru¨cksichtigung aller Nicht-Wasserstoffatome
der 20 selektierten Aminosa¨uren auf die Referenzstruktur rigide u¨berlagert (oben, rechts).
Drei Protein-Ligand-Komplexe in CA I (Mitte, links), 32 in CA II (Mitte, rechts) und zwei
in CA IV (unten, links) wurden als Referenzstrukturen fu¨r die U¨berlagerung der Inhibito-
ren des Datensatzes verwendet. Die U¨berlagerung der Liganden in den CA II-Komplexen
zeigt, dass in allen Beispielen die prima¨re Sulfonamid-Gruppe an das Zinkion koordiniert
und die Grundgeru¨ste aller beru¨cksichtigten Sulfonamide im gleichen Volumenbereich der
Bindetasche zu Liegen kommen (unten, rechts).
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Eine wichtige Voraussetzung fu¨r die Erstellung von selektivita¨tsvergleichenden 3D-
QSAR-Modellen ist, dass sich der Bindungsmodus der Verbindungen in den einzel-
nen Isoenzymen nicht wesentlich voneinander unterscheidet. Da bei der U¨berlagerung
der Protein-Ligand-Komplexe keine Konformationsa¨nderungen von Aminosa¨uren in der
Bindetasche beobachtet wurden4, kann zumindest fu¨r CA II die Bindetasche als rigide
angenommen werden. Zugleich kann davon ausgegangen werden, dass die Verbindungen
in einer Konformation vorliegen, die in erster Na¨herung der bioaktiven Konformation
entspricht. Da fu¨r CA I nur drei und fu¨r CA IV lediglich zwei Kristallstrukturen mit
gebundenen Liganden als Referenz fu¨r die weiteren Untersuchungen herangezogen wer-
den ko¨nnen, muss man die U¨berlagerungen in diesen Isoenzymen kritischer bewerten.
Weil aber in allen drei Isoenzymen Thr199 vorliegt, das entscheidende Wasserstoff-
bru¨cken zu den Sulfonamid-Gruppen der Inhibitoren aufbaut, darf zumindest fu¨r die
Ankergruppe ein identischer Bindungsmodus in CA I, CA II und CA IV angenommen
werden. Eine Unsicherheit verbleibt bei der Platzierung der Seitenketten der Inhibito-
ren in CA I und CA IV, da bei diesen beiden Isoenzymen, wie erwa¨hnt, nur wenige
Referenzkristallstrukturen im Komplex mit Liganden vorliegen.
Nach dem manuellen Aufbau der Liganden wurden diese im na¨chsten Schritt mit
dem Tripos-Kraftfeld [Clark et al., 1989] energieminimiert. Hierzu wurden nur wenige
Minimierungsschritte (100) unter Verwendung der Option
”
steepest descent“ ausge-
fu¨hrt, um die Bindungsla¨ngen und -winkel unter Beibehaltung der bioaktiven Konfor-
mation zu optimieren. Die Protonierungszusta¨nde der funktionellen Gruppen wurden
so gewa¨hlt, wie sie unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4) vorliegen sollten. An
aliphatische Kohlenstoffatome gebundene Amine (Atomtyp N.4) und basische Amidin-
gruppen (Atomtyp N.pl3, C.cat) wurden als protoniert angenommen, wa¨hrend aroma-
tische Amine in Ringsystemen (Atomtyp N.ar) und Amide (Atomtyp N.am) unproto-
niert verblieben. Fu¨r Carbonsa¨urereste wurde ein deprotonierter Zustand angenommen
(Atomtyp O.co2).
Die U¨berlagerung der Liganden wurde zusa¨tzlich optimiert, indem alle Inhibitoren in
den jeweiligen Bindetaschen von CA I , II und IV mit dem im ModellingprogrammMo-
loc (Kap. 7.2) implementierten MAB-Kraftfeld [Gerber & Mu¨ller, 1995; Gerber, 1998]
minimiert wurden. Dazu wurde jeweils eine Kristallstruktur eines korrespondierenden
Isoenzyms ausgewa¨hlt (CA I: 1azm, CA II: 1cil, CA IV: 1znc), die Wassermoleku¨le
entfernt und der urspru¨ngliche Ligand durch den vormodellierten Eintrag des Daten-
4mit Ausnahme von His64, das aber eine untergeordnete Rolle wa¨hrend der Inhibitorbindung spielt
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satzes ersetzt. Wa¨hrend der nachfolgenden Minimierung der so erzeugten Komplexe
werden Bindungsla¨ngen und -winkel optimiert, sterische Abstoßungen eliminiert und
gu¨nstige van-der-Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen
funktionellen Gruppen der Liganden und Aminosa¨uren in der Bindetasche ausgebildet.
In diesem Schritt wurde das Protein starr gehalten und der Ligand flexibel in der Ta-
sche minimiert. Ein besonderer Vorteil des MAB-Kraftfeldes liegt in der Verwendung
eines speziellen Wasserstoffbru¨ckenterms (siehe Anhang Kap. 7.2), der insbesondere die
Optimierung gerichteter Wechselwirkungen erlaubt, die u¨ber Wasserstoffbru¨cken ver-
mittelt werden [Gerber & Mu¨ller, 1995]. Wa¨hrend der manuellen Minimierung in der
Bindetasche wurde darauf geachtet, dass die Koordination der Ligand-Ankergruppen
zum Zinkion und die essentiellen Wasserstoffbru¨cken zwischen dem Sulfonamid- bzw.
Hydroxamatanker und Thr199 erhalten bleiben (siehe Abb. 3.9). Bei den Hydroxysul-
fonamiden wurde ebenfalls das ans Zinkion koordinierende Stickstoffatom in deproto-
nierter Form angenommen, wa¨hrend ein Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe eine
Wasserstoffbru¨cke mit dem Stickstoffatom der Hauptkette von Thr199 eingeht. Bei den
restlichen funktionellen Gruppen des Liganden wurde nach der Minimierung gepru¨ft,
ob sie auf a¨hnlichen funktionellen Gruppen der Referenzliganden aus den Kristallstruk-
turen zum Liegen kamen. Fu¨r die Strukturfamilie der Hydroxamate ist lediglich eine
Kristallstruktur in CA II als Referenz bekannt (PDB-Code: 1am6). Die Hydroxamate
des Datensatzes wurden unter Maßgabe dieser Kristallstruktur und des daraus postu-
lierten Bindungsmodus von Scolnick in der Bindetasche aufgebaut und minimiert (siehe
Kap. 3.5.1, Abb. 3.9) [Scolnick, 1997]. Die Abb. 4.3 zeigt die minimierten Verbindungen
des Datensatzes in CA I, CA II und CA IV.
Da fu¨r die Isoenzyme CA I und CA IV bisher nur wenige Beispiele fu¨r Protein-Ligand-
Komplexe aufgekla¨rt wurden, gestaltete sich die Validierung der Minimierungsergeb-
nisse der Ligandenseitenketten in diesen beiden Isoenzymen als a¨ußerst schwierig. Es
wurde ein a¨hnlicher Bindungsmodus wie in CA II angenommen, sofern nicht andere
Aminosa¨uren in CA I bzw. CA IV gu¨nstigere Wechselwirkungen mit den funktionellen
Gruppen der Inhibitoren eingehen ko¨nnen. Mit dieser Vorgehensweise konnten die Li-
gandenkonformationen den jeweiligen Bindetaschen angepasst und fu¨r jedes Isoenzym
ein separates Alignment erhalten werden.
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Abb. 4.3: Darstellung der lo¨sungsmittelzuga¨nglichen Oberfla¨che der Bindetaschen von CA I (gru¨n,
oben links), CA II (gelb, oben rechts) und CA IV (cyan, unten). Die 87 Verbindungen des
Datensatzes wurden jeweils in den Bindetaschen der betreffenden Isoenzymen minimiert.
4.1.3 Generierung einzelner 3D-QSAR-Modelle
Wie in Kap. 2.1 bereits erwa¨hnt wurde, mu¨ssen zuna¨chst aussagekra¨ftige Einzelmo-
delle generiert werden, um im Anschluss Selektivita¨tsmodelle berechnen zu ko¨nnen.
Erst wenn die Erstellung statistisch signifikanter Einzelmodelle fu¨r jedes Isoenzym er-
folgreich war, ist die Generierung von Selektivita¨tsmodellen gerechtfertigt. Durch die
Minimierung der Verbindungen in CA I, CA II und CA IV wurden drei unterschiedli-
che U¨berlagerungen erhalten. Fu¨r jedes Alignment wurde kreuzweise fu¨r jedes der drei
Isoenzyme ein CoMFA- und CoMSIA-Modell generiert. Zusa¨tzlich wurden zwei unter-
schiedliche Gitterweiten gewa¨hlt (1 A˚, 2 A˚), so dass letztendlich 36 QSAR-Modelle
erhalten wurden (3 U¨berlagerungen * 3 Modelle * 2 Methoden * 2 Gitterweiten). Die
Gitterparameter zur Berechnung der molekularen Felder sind in Tabelle 4.3 aufgefu¨hrt.
Die Gitter wurden derart gewa¨hlt, dass alle Liganden darin eingebettet sind und einen
Mindestabstand von 4 A˚ zum Gitterrand besitzen.
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Tab. 4.3: Gitterparameter zur Berechnung der molekularen Felder fu¨r das 1 A˚ und 2 A˚ Gitter (Son-
denatom: C.3, Ladung des Sondenatoms: +1.0)
1 A˚ Gitter 2 A˚ Gitter
x y z x y z
Untere Grenze -15.8 -23.5 -11.0 -15.8 -23.5 -11.0
Obere Grenze 10.0 10.2 13.4 10.0 10.2 13.4
Gitterweite 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0
Schrittanzahl 26 34 25 13 17 13
Gitterpunkte 22100 2873
Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden semiempirisch nach der
AM1-Methode [Dewar et al., 1985] mit dem in Sybyl implementierten MOPAC-
Modul [Stewart, 1990] bestimmt. Fu¨r die Berechnung der molekularen CoMFA- und
CoMSIA-Felder wurden die in Sybyl angegebenen Standardparameter verwendet.
Der
”
Cut-Off“ zur Berechnung der sterischen und elektrostatischen CoMFA-Felder
wurde auf 30 kcal/mol und der O¨ffnungsparameter fu¨r die Gauß’sche Abstandsfunk-
tion auf α = 0.3 gesetzt. Nach der Berechnung der CoMFA und CoMSIA-Felder wurde
eine PLS-Analyse durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurde in einer Kreuzvalidierung die Vor-
hersagekraft der generierten Modelle in Abga¨ngigkeit der verwendeten Komponenten
u¨berpru¨ft. Es wurde eine so genannte
”
Leave-One-Out“ -(LOO)-Analyse durchgefu¨hrt,
bei der eine Verbindung dem Datensatz entnommen wurde. Mit den verbleibenden
Verbindungen wurde ein Modell erstellt und mit diesem Modell die Affinita¨t der ent-
nommenen Verbindung vorhergesagt. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis jede
Verbindung des Datensatzes mindestens einmal entnommen wurde. Je weniger die
vorhergesagten Werte von den experimentellen Werten abweichen, desto besser ist die
”
Vorhersagekraft“ des Modells. Diese Vorhersagefa¨higkeit kann mit Hilfe des q2- bzw.
SPRESS-Wertes abgescha¨tzt werden (siehe Anhang Kap. 7.3). Je na¨her der q
2-Wert
an den Wert 1 herankommt und je kleiner der SPRESS-Wert ist, umso aussagekra¨fti-
ger ist das Modell. Generell werden Modelle als statistisch sigifikant angesehen, wenn
der q2-Wert gro¨ßer als 0.3 ist, wa¨hrend gute Modelle bei q2-Werten u¨ber 0.5 erhalten
werden [Agarwal et al., 1993; Cramer et al., 1993]. Mit der Kreuzvalidierung wird die
Komponentenanzahl bestimmt, die im Anschluss fu¨r die nicht-kreuzvalidierte Analyse
verwendet wird. Als Auswahlkriterium fu¨r die geeignete Komponentenanzahl wurde der
q2-Wert herangezogen. Um ein Modell mit mo¨glichst wenigen signifikanten Komponen-
ten zu erhalten, wurde die kleinste Anzahl an Komponenten ausgewa¨hlt, bei der sich
4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 57
durch ein weiteres Hinzufu¨gen einer Komponente der q2-Wert nicht mehr erho¨hte. Bei
der Kreuzvalidierung wurde die schnellere SAMPLS-Methode (engl. Sample-distance
PLS), eine Variante der PLS-Methode, eingesetzt [Bush & Nachbar, 1993]. Die erhalte-
ne Anzahl an Komponenten entsprach in den meisten Fa¨llen der Komponentenanzahl,
fu¨r die SPRESS den kleinsten Wert annahm. Mit dieser Anzahl an Komponenten wurde
im Anschluss eine nicht-kreuzvalidierte Analyse durchgefu¨hrt. Die Option
”
column
filtering“ wurde auf 2.0 kcal/mol gesetzt. Dies beschleunigte die Rechenzeit, da alle
Variablen, deren Standardabweichung an einem Gitterpunkt bezu¨glich aller Moleku¨le
kleiner als 2.0 kcal/mol ist, auf Null gesetzt wurden, und diese Punkte somit bei der
Analyse nicht beru¨cksichtigt wurden. Stichprobenartige Analysen mit einem
”
column
filtering“ von 1.0 und 0.0 kcal/mol resultierten in weitgehend a¨hnlichen statistischen
Werten, so dass letztendlich der Filterschritt zur Beschleunigung der Rechenzeit keinen
Einfluss auf die Gu¨te der Modelle hat. Weiterhin wurde bei der Erstellung der Modelle
darauf geachtet, dass mindestens 10 % der Variablen in die PLS-Analyse einfließen.
Auswirkungen der U¨berlagerungen auf die 3D-QSAR-Modelle
Fu¨r jede U¨berlagerung in CA I, CA II und CA IV wurden jeweils drei Modelle
mit dem CoMFA- und CoMSIA-Verfahren bei einer Gitterweite von 2 A˚ erstellt. Die
statistischen Ergebnisse der PLS-Analysen sind in Tab. 4.4 und 4.5 aufgelistet.
Ein Vergleich der statistischen Werte zeigt, dass sich die Modelle mit 1 A˚ Gitterab-
stand nur geringfu¨gig von den Modellen mit 2 A˚ Gitterweite unterscheiden. Lediglich
bei drei CoMFA-Modellen wurde eine signifikante Erho¨hung des q2-Wertes bei einem
Gitterabstand von 1 A˚ beobachtet. Beim Modell fu¨r CA IV minimiert in CA I bzw. CA
II und beim Modell fu¨r CA I minimiert in CA IV erho¨hte sich der q2-Wert signifikant
(A¨nderungen des q2-Wertes > 0.07). Gleichzeitig kam es bei zwei Modellen zu einer Er-
ho¨hung der Komponentenzahl, was die gesteigerten q2-Werte fu¨r diese Modelle erkla¨ren
ko¨nnte. Diese sta¨rkeren Schwankungen der statistischen Parameter bei unterschiedli-
chen Gitterweiten fu¨r das CoMFA-Verfahren wurden ebenfalls bei der Analyse eines
Serinprotease-Datensatzes beobachtet [Bo¨hm et al., 1999]. Die Unstetigkeit des Poten-
tialverlaufes, bedingt durch den eingefu¨hrten
”
Cut-Off“ -Wert in CoMFA, ist ein Grund
fu¨r diese Schwankungen. Bei CoMSIA werden wegen des stetigen Verlaufs der Gauß-
kurve diese Schwankungen nicht beobachtet (siehe Abb. 2.1). Fu¨r die nachfolgenden
Analysen wurden die Modelle mit 2 A˚ Gitterabstand verwendet, da sich aufgrund der
reduzierten Anzahl an Gitterpunkten die Rechenzeiten erheblich verku¨rzen. Von den
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18 erhaltenen Einzelmodellen wurden 13 als statistisch gut zu bezeichnende Modelle
mit einem q2-Wert u¨ber 0.5 erhalten (Tab. 4.4).
Tab. 4.4: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen.
Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle fu¨r CA I, CA II und CA IV mit einer
Gitterweite von 2 A˚ erstellt.
Minimierung in der Bindetasche von CA I (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.639 0.605 0.497 0.467 0.475 0.496
SPRESS 0.784 0.820 0.607 0.622 0.655 0.641
r2 0.880 0.896 0.856 0.818 0.828 0.857
S 0.451 0.422 0.325 0.364 0.374 0.342
F 150.7 175.8 121.6 124.1 98.9 122.4
Komponenten 4 4 4 3 4 4
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.650 0.658 0.568 0.645 0.599 0.674
SPRESS 0.776 0.762 0.563 0.513 0.582 0.522
r2 0.929 0.887 0.884 0.911 0.963 0.938
S 0.350 0.438 0.292 0.257 0.177 0.228
F 211.6 161.4 156.2 166.0 293.6 201.7
Komponenten 5 4 4 5 7 6
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.589 0.635 0.513 0.514 0.504 0.562
SPRESS 0.836 0.788 0.598 0.598 0.648 0.598
r2 0.898 0.917 0.890 0.906 0.970 0.916
S 0.416 0.375 0.285 0.263 0.159 0.261
F 180.7 227.5 165.1 196.9 364.4 224.5
Komponenten 4 4 7 4 7 4
Gitterweite 2 A˚
Da bei den restlichen fu¨nf Modellen der q2-Wert nur geringfu¨gig unter 0.5 lag (alle
u¨ber 0.46), ko¨nnen auch diese Modelle als
”
gut“ angesehen werden. Ein Vergleich der
verschiedenen U¨berlagerungen in den Isoenzymen zeigt, dass die besten Modelle fu¨r
alle drei Isoenzyme basierend auf der U¨berlagerung in CA II erhalten wurden (alle
QSAR-Modelle mit q2-Werten > 0.5). Diese Beobachtung ko¨nnte darauf zuru¨ckzufu¨h-
ren sein, dass die meisten Referenzliganden, die fu¨r die U¨berlagerung der Moleku¨le
des QSAR-Datensatzes herangezogen wurden, zusammen mit CA II gelo¨st wurden.
Fu¨r die Modelle von CA I (minimiert in CA I), CA II (minimiert in CA II) und CA
IV (minimiert in CA IV) wurden ebenfalls gute QSAR-Modelle erhalten. Aufgrund
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Tab. 4.5: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen.
Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle fu¨r CA I, CA II und CA IV mit einer
Gitterweite von 1 A˚ erstellt.
Minimierung in der Bindetasche von CA I (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.649 0.600 0.500 0.484 0.591 0.512
SPRESS 0.773 0.825 0.606 0.612 0.585 0.631
r2 0.896 0.885 0.884 0.823 0.951 0.858
S 0.421 0.442 0.292 0.359 0.203 0.340
F 176.1 158.2 156.2 128.2 257.7 123.9
Komponenten 4 4 4 3 6 4
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.684 0.669 0.609 0.665 0.664 0.686
SPRESS 0.737 0.781 0.536 0.499 0.530 0.513
r2 0.944 0.888 0.906 0.912 0.965 0.939
S 0.310 0.437 0.263 0.256 0.172 0.226
F 274.5 162.2 197.7 167.8 364.9 204.1
Komponenten 5 4 4 5 6 6
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Einzelmodelle)
CA I CA II CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.671 0.638 0.532 0.512 0.506 0.560
SPRESS 0.757 0.785 0.586 0.599 0.647 0.599
r2 0.974 0.918 0.899 0.907 0.973 0.917
S 0.215 0.373 0.273 0.261 0.153 0.261
F 491.4 229.6 181.5 200.5 399.7 225.3
Komponenten 6 4 4 4 7 4
Gitterweite 1 A˚
der Minimierungen der Inhibitoren in den jeweiligen Bindetaschen wa¨re zu erwarten
gewesen, dass bessere statistischen Ergebnisse fu¨r die in den jeweiligen Bindetaschen
minimierten Modelle erhalten werden sollten. Dies ist aber lediglich fu¨r CA II der Fall.
Validierung der 3D-QSAR-Modelle
Um die Robustheit und Aussagekraft der Einzelmodelle zu besta¨tigen, wurden wei-
tere Validierungsschritte durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurde in der Kreuzvalidierung die
Anzahl der entnommenen Verbindungen erho¨ht. Statt der
”
Leave-One-Out“ -(LOO)-
Analyse wurden dem Datensatz zufa¨llig fu¨nf Verbindungen entnommen, um mit dem
Modell, das aus den verbleibenden Verbindungen erhalten wurde, die Affinita¨t der
zuvor entnommenen Verbindungen vorherzusagen. Da diese zufa¨llige Auswahl der Ver-
bindungen zu leichten Schwankungen in den statischen Parametern fu¨hren kann, sollte
die Analyse mehrmals durchgefu¨hrt werden, so dass statistisch gesehen jede Verbin-
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dung mindestens einmal entnommen wurde. Diese
”
Leave-5-Out“ -(L5O)-Analyse fu¨hrt
im Mittel zu einem Abfall des q2-Wertes im Vergleich zur LOO-Analyse. In den meisten
Fa¨llen wurden Schwankungen der q2-Werte um 0.05 beobachtet, wobei verglichen mit
der LOO-Methode eine maximale Erniedrigung von 0.1 registriert wurde.
In einem weiteren Validierungsschritt wurden die Affinita¨ten der Verbindungen zufa¨l-
lig zugewiesen und Einzelmodelle mit diesen permutierten Bindungsaffinita¨ten erstellt.
Die Tatsache, dass durch die zufa¨llige Zuweisung keine signifikanten QSAR-Modelle
erhalten wurden (q2 fu¨r alle Modelle < 0), unterstreicht die Zuverla¨ssigkeit der zuvor
erstellten, signifikanten Einzelmodelle.
In einem weiteren Validierungsschritt wurde der Datensatz aus 87 Inhibitoren in
einen Trainingsdatensatz aus 60 und einen Testdatensatz aus 27 Inhibitoren aufge-
teilt. Um einen strukturell mo¨glichst diversen Trainingsdatensatz zu erhalten, wurden
alle 87 Verbindungen einer Clusteranalyse unterworfen. Hierzu wurde das Selector-
Modul in Sybyl verwendet. In diesem Modul ko¨nnen eine Vielzahl an Deskriptoren
verwendet werden, um Verbindungen bezu¨glich ihrer Diversita¨t (bzw. A¨hnlichkeit) in
Untergruppen (Cluster) einzuteilen. Fu¨r die Auswahl des Trainingsdatensatzes wur-
den als Deskriptoren
”
2D-Fingerprints“ und Atompaarabsta¨nde verwendet. Bei dem
”
zweidimensionalen molekularen Fingerabdruck“ wird das Vorkommen von Atomen und
funktionellen Gruppen der Verbindungen in einem Bitstring gespeichert. Fu¨r jedes Mo-
leku¨l wird so ein Bitstring erhalten. Im Anschluss werden die Bitstrings der Moleku¨le
miteinander verglichen und aufgrund eines A¨hnlichkeitsmaßes als
”
strukturell“ a¨hnlich
(una¨hnlich) klassifiziert. Fu¨r die Bewertung der A¨hnlichkeit (Una¨hnlichkeit) der Ver-
bindungen wurde der Tanimoto-Koeffizient [Godden et al., 2000] herangezogen (Gl.
4.1):
Tanimoto(a, b) =
Nab
Na +Nb −Nab (4.1)
Dabei definiert Nab die Anzahl an Deskriptoren des Fingerabdrucks, die in beiden
Moleku¨len (a, b) vorkommen, wa¨hrend Na bzw. Nb die Anzahl der Deskriptoren dar-
stellen, die in den einzelnen Moleku¨len auftreten. Der Tanimoto-Koeffizient kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei zwei Moleku¨le mit einem Tanimoto-Koeffizienten
> 0.8 als a¨hnlich angesehen werden [Flower, 1998]. Als zweites Kriterium fu¨r die Aus-
wahl der Verbindungen wurden die topologischen Atompaarabsta¨nde, die sich aufgrund
der topologischen Verknu¨pfungsmatrix ergeben, herangezogen. Hier werden zusa¨tzlich
die Absta¨nde (das heißt die Anzahl der Bindungen) zwischen zwei Atomtypen beru¨ck-
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sichtigt. Aufgrund der ausgewa¨hlten Deskriptoren wird der Datensatz in 60 diverse
Subklassen unterteilt, und im Anschluss wird aus jeder Subklasse zufa¨llig eine Ver-
bindung fu¨r den Trainingsdatensatz ausgewa¨hlt. Mit den 60 Verbindungen des Trai-
ningsdatensatzes wurden wiederum Einzelmodelle erstellt, um im Anschluss daran die
Affinita¨ten der 27 Verbindungen des Testdatensatzes vorherzusagen. Die statistischen
Parameter der Modelle, die mit dem Trainingsdatensatz erhalten wurden, sind in Tab.
4.6 aufgefu¨hrt. Fu¨r die Erstellung der Einzelmodelle wurde die U¨berlagerung in dem
entsprechenden Isoenzym verwendet (CA I minimiert in CA I, CA II minimiert in CA
II, CA IV minimiert in CA IV). Unter Beru¨cksichtigung der q2-Werte wurden fu¨r alle
Isoenzyme signifikante Modelle erhalten.
Ein Vorteil der U¨berlagerung der Verbindungen in der Bindetasche ist, dass bei der
Auswertung der Konturdiagramme, die aus der reinen Liganden-basierten 3D-QSAR-
Analyse erhaltenen werden, zugleich Ru¨ckschlu¨sse auf Bereiche in der Bindetasche
gezogen werden ko¨nnen. Ferner ko¨nnen fu¨r eine Auswertung der Proteininformation
[Sippl, 2002; Terp et al., 2002] die gleichen Gitterparameter verwendet werden und die
erhaltenen Konturdiagramme dieser Protein-basierten Methoden mit den Feldern der
3D-QSAR-Analyse verglichen oder sogar kombiniert werden [Gohlke, 2002].
Tab. 4.6: Ergebnisse der PLS-Analyse der in CA I, CA II und CA IV minimierten Verbindungen des
Trainingsdatensatzes mit 60 Inhibitoren. Es wurden jeweils CoMFA- und CoMSIA-Modelle
fu¨r CA I, CA II und CA IV mit einer Gitterweite von 2 A˚ erstellt.
CA I CA II CA IV
minimiert in CA I minimiert in CA II minimiert in CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.573 0.522 0.413 0.572 0.326 0.425
SPRESS 0.868 0.910 0.687 0.598 0.767 0.721
r2 0.903 0.882 0.857 0.952 0.749 0.933
S 0.413 0.452 0.339 0.201 0.468 0.246
F 128.7 139.7 111.7 212.9 85.0 191.3
Komponenten 4 3 3 5 3 4
Gitterweite 2 A˚
Nicht nur anhand der q2-Werte der Trainingsdatensatzmodelle kann die Vorhersa-
gekraft der Modelle abgescha¨tzt werden, sondern ebenfalls durch den
”
predictive“ r2-
Wert der Testdatensatzverbindungen (siehe Anhang Kap. 7.3). In Tab. 4.7 sind die
Abweichungen der vorhergesagten Affinita¨ten von den experimentell bestimmten Wer-
ten der Testdatensatzverbindungen tabellarisch aufgelistet. Die Abweichungen ergeben
sich durch Subtraktion der vorhergesagten Affinita¨t von dem gemessenen Affinita¨tswert
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der Verbindungen (pKi,act - pKi,pred). Bei negativen Werten wurde die Bindungsaffini-
ta¨t zu hoch vorhergesagt (pKi,act < pKi,pred), bei einer positiven Abweichung wurde
die Affinita¨t zu niedrig eingescha¨tzt (pKi,act > pKi,pred). In der Abbildung 4.4 sind
die vorhergesagten Affinita¨ten der Testverbindungen gegen die experimentellen Werte
aufgetragen, die mit CoMFA (links) und CoMSIA (rechts) erhalten wurden.
Tab. 4.7: Vorhersage der Affinita¨ten der 27 Testdatensatzverbindungen. Fu¨r CoMFA- und CoMSIA-
Modelle sind die Abweichungen von den experimentellen Bindungsaffinita¨ten angegeben
(pKi,act - pKi,pred). Bei negativen Werten wurde die Bindungsaffinita¨t zu hoch vorherge-
sagt, wa¨hrend bei positiven Werten die Affinita¨t zu gering eingescha¨tzt wurde.
Nr Bez. CA I CA I CA I CA II CA II CA II CA IV CA IV CA IV
pKi,act CoMFA CoMSIA pKi,act CoMFA CoMSIA pKi,act CoMFA CoMSIA
17 A 02 6.34 -0.23 -0.46 8.52 -0.03 0.06 6.90 -0.40 -0.66
19 A 04 6.52 -0.36 -0.50 8.70 0.02 0.19 8.10 0.09 0.24
25 A 10 8.22 0.87 0.44 8.70 -1.05 -0.78 8.30 0.55 0.36
28 A 13 6.00 -1.47 -1.73 8.52 -0.55 -0.57 7.60 -0.53 -1.11
31 A 16 6.62 0.32 -0.18 8.22 0.03 0.01 7.60 0.09 0.26
32 A 17 8.15 1.34 0.54 8.10 -0.18 0.18 7.82 -0.21 0.24
34 B 01 5.70 -0.07 -0.35 8.30 -0.09 0.06 7.96 -0.38 0.20
36 B 03 6.46 0.56 0.36 8.10 -0.30 -0.04 7.40 -1.05 -0.46
42 C 04 7.19 0.33 0.41 9.15 0.02 0.71 7.96 0.26 0.77
43 C 05 7.15 0.54 0.22 8.05 0.01 -0.28 7.72 -0.21 0.02
46 C 08 6.92 0.04 -0.03 9.30 0.90 0.92 8.10 0.07 0.22
49 C 11 7.60 0.94 0.83 8.10 -0.34 0.01 7.89 -0.23 0.34
51 D 02 4.11 -1.02 -0.66 6.49 -0.04 -0.37 5.49 -0.39 -0.57
53 D 04 4.68 0.51 -0.28 6.80 0.13 -0.31 5.61 -0.55 -0.94
58 D 09 4.68 0.30 0.15 6.41 -0.52 0.08 5.04 -1.18 -0.67
61 D 12 4.60 -0.20 -0.78 6.98 0.23 0.42 6.80 0.18 0.03
65 D 16 4.81 -1.77 -1.44 6.87 -1.40 -0.62 6.75 -0.39 -0.22
68 D 19 5.05 -0.36 -1.29 7.44 0.04 -0.18 7.00 0.23 0.24
70 D 21 5.10 -1.28 -0.73 7.60 -0.22 -0.81 7.41 0.97 0.15
78 D 29 4.81 -0.11 -0.68 6.88 -0.08 -0.11 6.77 0.14 0.57
79 D 30 7.27 0.76 1.03 7.92 0.67 0.51 7.44 0.38 0.40
80 D 31 7.35 0.85 0.58 7.96 0.13 0.29 7.48 0.41 0.37
82 D 33 6.94 0.24 -0.44 7.82 -0.15 -0.20 7.21 -0.10 -0.39
90 E 02 8.10 1.43 0.98 7.96 0.49 0.38 7.89 0.51 0.34
91 E 03 7.48 0.58 -0.10 7.41 -0.42 -0.44 7.42 -0.45 -0.50
92 E 04 7.30 0.01 -0.19 8.30 0.74 0.55 7.41 -0.39 -0.45
102 F 08 4.74 0.18 0.22 7.59 0.03 0.39 7.13 0.32 0.51
Mittelwert 6.29 0.11 -0.15 7.86 -0.07 0.00 7.27 -0.08 -0.03
Standardabw. 1.25 0.78 0.69 0.75 0.48 0.44 0.79 0.48 0.49
Maximalwert 8.22 1.43 1.03 9.30 0.90 0.92 8.30 0.97 0.77
Minimalwert 4.11 -1.77 -1.73 6.41 -1.40 -0.81 5.04 -1.18 -1.11
Wertebereich 4.11 3.20 2.76 2.89 2.30 1.73 3.26 2.15 1.88
4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 63
Abb. 4.4: Auftragung der vorhergesagten Affinita¨ten (predicted pKi) gegen die experimentellen Werte
(actual pKi) fu¨r die Verbindungen des Testdatensatzes. Fu¨r die Erstellung der einzelnen
Modelle wurde die U¨berlagerung in dem jeweiligen Isoenzym verwendet (CA I, CA II und CA
IV jeweils minimiert in CA I, CA II bzw. CA IV). Bei allen Modellen wurde eine Gitterweite
von 2 A˚ verwendet. Zusa¨tzlich zu der durchgezogenen Linie, die eine perfekte Korrelation
andeutet, markieren die gestrichelten Linien eine Abweichung von einer logarithmischen
Einheit von der idealen Vorhersage. Der ”predictive“ r
2 liegt fu¨r alle Modelle u¨ber 0.58, was
eine gute Vorhersagekraft der Modelle widerspiegelt.
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Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass die Affinita¨ten der Testdatensatzverbin-
dungen gut vorhergesagt werden ko¨nnen (
”
predictive“ r2 > 0.5 fu¨r alle Modelle). Die
gro¨ßten Abweichungen in der Vorhersage der Bindungsaffinita¨t von mehr als eine loga-
rithmische Einheit wurden fu¨r CA I bei den Verbindungen 28 (A 13), 32 (A 17), 65
(D 16), 68 (D 19) und 90 (E 02) beobachtet. Die Affinita¨t von Verbindung 28 (pKi
CA I = 6.00) wird mit beiden Modellen (CoMFA und CoMSIA) zu hoch bewertet, da
die pKi-Werte fu¨r die strukturell a¨hnlichsten Verbindungen des Trainingsdatensatzes
(26, 27) fu¨r CA I 8.70 und 7.48 betragen. Daher wird die Affinita¨t von Verbindung 28
mit einem pKi,pred von 7.47 (CoMFA) und 7.73 (CoMSIA) zu hoch eingestuft. Die Affi-
nita¨tsvorhersage fu¨r Verbindung 65 (pKi CA I = 4.81) weicht u¨ber eine logarithmische
Einheit vom experimentellen Wert ab, da die Verbindungen des Trainingsdatensatzes
mit strukturell a¨hnlichen Substituenten (27, 37) ho¨here Bindungsaffinita¨ten besitzen
(pKi CA I = 7.48 bzw. 6.77). Fu¨r CA II wurde lediglich die Affinita¨t fu¨r die Verbindung
65 (D 16) beim CoMFA-Modell zu hoch eingescha¨tzt, und fu¨r die Modelle in CA IV
lagen die Vorhersagen der Bindungsaffinita¨ten alle im Bereich der allgemein tolerierten
Fehlergrenze (± 1 logarithmische Einheit).
4.1.4 Erstellung von Selektivita¨tsmodellen durch
Differenzbildung der Affinita¨ten
Wie in Kap. 2.2 bereits vorgestellt wurde, ko¨nnen selektivita¨tsbestimmende Eigenschaf-
ten von Liganden hinsichtlich zweier Proteine dadurch erhalten werden, indem die Af-
finita¨tsdifferenzen dieser Liganden zu den beiden Enzymen berechnet und anschließend
mit den molekularen Feldern korreliert werden. Mit diesem
”
Selektivita¨tsmodell“ las-
sen sich physikochemische Eigenschaften von Liganden bestimmen, die die Selektivita¨t
fu¨r ein Protein erho¨hen bzw. erniedrigen. Mit der visuellen Darstellung der Kontur-
diagramme der Selektivita¨tsmodelle ko¨nnen diese selektivita¨tsbestimmenden Bereiche
ra¨umlich angezeigt werden.
Streuung der Affinita¨tsdifferenzen
Die berechneten Affinita¨tsdifferenzen fu¨r die Isoenzyme CA I, CA II und CA IV sind
in Tab. 4.8 aufgelistet. Fu¨r das Selektivita¨tsmodell von CA I und CA II wurden die
pKi-Werte der Inhibitoren fu¨r CA II von den pKi-Werten derselben Inhibitoren fu¨r CA
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I subtrahiert5. Negative Werte zeigen eine sta¨rkere Affinita¨t zu CA II, positive Werte
eine ho¨here Affinita¨t zu CA I an. Je ho¨her der Differenzbetrag ist, desto selektiver wird
ein Isoenzym von dem Liganden gehemmt.
Tab. 4.8: Affinita¨ten und Affinita¨tsdifferenzen der Verbindungen des Datensatzes.
Nr. Grundgeru¨st CA I CA II CA IV CA I - CA II CA I - CA IV CA II - CA IV
pKi pKi pKi ∆pKi ∆pKi ∆pKi
16 A 01 5.07 7.22 6.27 -2.15 -1.20 0.95
17 A 02 6.34 8.52 6.90 -2.18 -0.56 1.62
18 A 03 6.52 8.30 7.89 -1.78 -1.37 0.41
19 A 04 6.52 8.70 8.10 -2.18 -1.58 0.60
20 A 05 6.26 7.68 7.25 -1.42 -0.99 0.43
21 A 06 6.05 7.82 7.00 -1.77 -0.95 0.82
22 A 07 7.44 8.22 7.68 -0.78 -0.24 0.54
23 A 08 8.52 8.22 8.10 0.30 0.42 0.12
24 A 09 6.70 9.40 8.05 -2.70 -1.35 1.35
25 A 10 8.22 8.70 8.30 -0.48 -0.08 0.40
26 A 11 8.70 10.0 8.52 -1.30 0.18 1.48
27 A 12 7.48 8.70 8.05 -1.22 -0.57 0.65
28 A 13 6.00 8.52 7.60 -2.52 -1.60 0.92
29 A 14 6.68 9.52 8.22 -2.84 -1.54 1.30
30 A 15 6.52 8.15 7.48 -1.63 -0.96 0.67
31 A 16 6.62 8.22 7.60 -1.60 -0.98 0.62
32 A 17 8.15 8.10 7.82 0.05 0.33 0.28
33 A 18 6.05 7.92 6.66 -1.87 -0.61 1.26
34 B 01 5.70 8.30 7.96 -2.60 -2.26 0.34
35 B 02 6.40 8.30 7.77 -1.90 -1.37 0.53
36 B 03 6.46 8.10 7.40 -1.64 -0.94 0.70
37 B 04 6.77 8.30 8.00 -1.53 -1.23 0.30
38 B 05 4.30 8.05 7.37 -3.75 -3.07 0.68
39 C 01 7.26 8.10 7.77 -0.84 -0.51 0.33
40 C 02 7.30 8.15 7.82 -0.85 -0.52 0.33
41 C 03 7.74 9.30 8.15 -1.56 -0.41 1.15
42 C 04 7.19 9.15 7.96 -1.96 -0.77 1.19
43 C 05 7.15 8.05 7.72 -0.90 -0.57 0.33
44 C 06 8.00 8.40 7.92 -0.40 0.08 0.48
45 C 07 7.89 8.30 7.72 -0.41 0.17 0.58
46 C 08 6.92 9.30 8.10 -2.38 -1.18 1.20
47 C 09 7.39 9.70 8.30 -2.31 -0.91 1.40
48 C 10 7.31 9.22 8.15 -1.91 -0.84 1.07
49 C 11 7.60 8.10 7.89 -0.50 -0.29 0.21
50 D 01 4.55 6.52 5.52 -1.97 -0.97 1.00
51 D 02 4.11 6.49 5.49 -2.38 -1.38 1.00
52 D 03 4.60 6.77 5.55 -2.17 -0.95 1.22
53 D 04 4.68 6.80 5.61 -2.12 -0.93 1.19
54 D 05 4.74 6.96 6.35 -2.22 -1.61 0.61
55 D 06 4.82 6.91 6.76 -2.09 -1.94 0.15
56 D 07 3.86 5.30 4.61 -1.44 -0.75 0.69
57 D 08 4.10 6.26 4.35 -2.16 -0.25 1.91
(Fortsetzung na¨chste Seite)
5Denkbar wa¨re auch die Bildung des Quotienten der Ki-Werte fu¨r die Erstellung der Selektivita¨ts-
modelle heranzuziehen
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(Fortsetzung Tab. 4.8)
Nr. Grundgeru¨st CA I CA II CA IV CA I - CA II CA I - CA IV CA II - CA IV
pKi pKi pKi ∆pKi ∆pKi ∆pKi
58 D 09 4.68 6.41 5.04 -1.73 -0.36 1.37
59 D 10 4.82 6.27 4.96 -1.45 -0.14 1.31
60 D 11 4.82 6.26 4.96 -1.44 -0.14 1.30
61 D 12 4.60 6.98 6.80 -2.38 -2.20 0.18
62 D 13 4.94 7.21 6.99 -2.27 -2.05 0.22
63 D 14 4.80 6.85 6.78 -2.05 -1.98 0.07
64 D 15 5.67 7.10 6.85 -1.43 -1.18 0.25
65 D 16 4.81 6.87 6.75 -2.06 -1.94 0.12
66 D 17 4.82 7.32 6.85 -2.50 -2.03 0.47
67 D 18 6.20 7.96 7.52 -1.76 -1.32 0.44
68 D 19 5.05 7.44 7.00 -2.39 -1.95 0.44
69 D 20 6.16 7.92 6.81 -1.76 -0.65 1.11
70 D 21 5.10 7.60 7.41 -2.50 -2.31 0.19
71 D 22 5.22 7.70 7.52 -2.48 -2.30 0.18
72 D 23 7.38 8.22 7.30 -0.84 0.08 0.92
73 D 24 6.05 8.00 6.39 -1.95 -0.34 1.61
74 D 25 5.90 7.30 6.40 -1.40 -0.50 0.90
75 D 26 4.82 6.92 6.82 -2.10 -2.00 0.10
76 D 27 6.26 8.15 7.40 -1.89 -1.14 0.75
77 D 28 5.69 7.70 6.92 -2.01 -1.23 0.78
78 D 29 4.81 6.88 6.77 -2.07 -1.96 0.11
79 D 30 7.27 7.92 7.44 -0.65 -0.17 0.48
80 D 31 7.35 7.96 7.48 -0.61 -0.13 0.48
81 D 32 7.01 7.92 7.26 -0.91 -0.25 0.66
82 D 33 6.94 7.82 7.21 -0.88 -0.27 0.61
83 D 34 7.27 7.82 7.49 -0.55 -0.22 0.33
84 D 35 7.52 8.22 7.89 -0.70 -0.37 0.33
85 D 36 6.90 7.38 7.12 -0.48 -0.22 0.26
86 D 37 7.04 7.48 7.25 -0.44 -0.21 0.23
87 D 38 7.46 8.15 7.74 -0.69 -0.28 0.41
88 D 39 7.33 7.96 7.62 -0.63 -0.29 0.34
89 E 01 8.15 8.10 8.00 0.05 0.15 0.10
90 E 02 8.10 7.96 7.89 0.14 0.21 0.07
91 E 03 7.48 7.41 7.42 0.07 0.06 -0.01
92 E 04 7.30 8.30 7.41 -1.00 -0.11 0.89
93 E 05 7.68 7.80 7.77 -0.12 -0.09 0.03
94 E 06 7.49 7.46 7.52 0.030 -0.03 -0.06
95 F 01 4.64 6.82 6.68 -2.18 -2.04 0.14
96 F 02 4.70 7.52 7.80 -2.82 -3.10 -0.28
97 F 03 5.74 7.82 7.57 -2.08 -1.83 0.25
98 F 04 5.80 8.05 7.68 -2.25 -1.88 0.37
99 F 05 4.92 7.40 6.54 -2.48 -1.62 0.86
100 F 06 4.29 7.15 6.90 -2.86 -2.61 0.25
101 F 07 4.24 8.05 7.15 -3.81 -2.91 0.90
102 F 08 4.74 7.59 7.13 -2.85 -2.39 0.46
Mittelwert 6.21 7.81 7.19 -1.60 -0.98 0.62
Standardabweichung 1.27 0.84 0.88 0.89 0.86 0.46
Maximalwert 8.70 10.00 8.52 0.30 0.43 1.91
Minimalwert 3.86 5.30 4.35 -3.80 -3.10 -0.28
Wertebereich 4.84 4.70 4.18 4.10 3.52 2.19
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Fu¨r die Erstellung signifikanter Selektivita¨tsmodelle sollte der Wertebereich der Affi-
nita¨tsdifferenzen ebenfalls mindestens u¨ber drei logarithmische Einheiten streuen. Fu¨r
die Selektivita¨tsmodelle CA I - CA II (4.10) beziehungsweise CA I - CA IV (3.52) ist
diese Voraussetzung erfu¨llt. Bei dem Selektivita¨tsmodell von CA II - CA IV betra¨gt der
Wertebereich lediglich 2.19, das heißt, es sind keine selektiven Inhibitoren im Datensatz
vorhanden, die eines der beiden Isoenzyme um mindestens drei Zehnerpotenzen sta¨rker
hemmen ko¨nnen. Mit aller Voraussicht nach wird ein solches Selektivita¨tsmodell bei ei-
nem so geringen Wertebereich statistisch kaum signifikant und aussagekra¨ftig sein im
Vergleich zu einem Modell, dessen Erstellung auf einem gro¨ßeren Wertebereich beruht.
Ein kritischer Punkt bei der Ableitung der Selektivita¨tsmodelle ist des Weiteren,
dass die Verbindungen des Datensatzes vornehmlich CA II sta¨rker hemmen als CA I
beziehungsweise CA IV. Es gibt kaum Beispiele fu¨r Liganden, die CA I oder CA IV
sta¨rker inhibieren. In den wenigen Fa¨llen, in denen dies gegeben ist, fa¨llt die Affini-
ta¨tsdifferenz sehr klein aus (∆pKi zugunsten CA I 0.30 bzw. 0.28 zugunsten CA IV).
Es wird dadurch schwierig werden, nur durch Auswertung von Ligandeninformationen,
Verbindungen vorzuschlagen, die CA I und CA IV um zwei bis drei Gro¨ßenordnun-
gen sta¨rker hemmen als CA II. Die Selektivita¨tsmodelle ko¨nnen aber dennoch wert-
volle Hinweise auf relevante physikochemische und strukturelle Eigenschaften liefern,
die beispielsweise die Selektivita¨t hinsichtlich CA II zu steigern vermo¨gen. Um jedoch
die
”
Selektivita¨t“ im Hinblick auf die beiden anderen Isoenzyme CA I und CA IV zu
steigern, mu¨ssen Eigenschaften ausgewa¨hlt werden, deren Einfluss auf die Selektivita¨t
orthogonal zu den Affinita¨ts-steigernden Kriterien fu¨r CA II sind. Die Thienothiopy-
ransulfonamide 34 - 38 (Tab. 4.2 und 4.8) zeigen die gro¨ßte Diskriminierung in den
Affinita¨tswerten zwischen CA I und CA II. So betra¨gt zum Beispiel die Affinita¨tsdif-
ferenz fu¨r Verbindung 38 fast vier logarithmische Einheiten (∆pKi = -3.75). Auffa¨llig
ist, dass die Einfu¨hrung von Substituenten am Stickstoffatom der Ethylaminoseiten-
kette eine Affinita¨tssteigerung zugunsten von CA I um zwei Zehnerpotenzen bewirkt.
Verglichen mit Verbindung 38 erho¨ht sich bei Verbindung 36 der pKi-Wert fu¨r CA I
von 4.30 auf 6.46, wa¨hrend sich fu¨r CA II die Bindungsaffinita¨t nicht a¨ndert (pKi =
8.05 bzw 8.10). Diese Beobachtung wird ausfu¨hrlich in Kap. 4.1.6 diskutiert.
Auswirkungen der U¨berlagerungen auf die Selektivita¨tsmodelle
In den folgenden Abschnitten werden die selektivita¨tsbestimmenden Bereiche fu¨r CA
I und CA II na¨her beschrieben. In Tab. 4.9 sind die statistischen Werte der PLS-Analyse
aufgelistet, die fu¨r die jeweiligen Selektivita¨tsmodelle erhalten wurden.
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Tab. 4.9: Ergebnisse der PLS-Analyse der Selektivita¨tsmodelle.
Minimierung in der Bindetasche von CA I (Selektivita¨tsmodelle)
CA I - CA II CA I - CA IV CA II - CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.555 0.441 0.406 0.253 0.062 0.102
SPRESS 0.607 0.683 0.682 0.756 0.447 0.438
r2 0.832 0.842 0.849 0.683 0.318 0.340
S 0.373 0.364 0.344 0.492 0.381 0.375
F 136.5 109.1 115.2 90.5 39.6 43.7
Komponenten 3 4 4 2 1 1
Minimierung in der Bindetasche von CA II (Selektivita¨tsmodelle)
CA I - CA II CA I - CA IV CA II - CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.460 0.392 0.391 0.341 0.281 0.296
SPRESS 0.668 0.705 0.691 0.710 0.401 0.395
r2 0.804 0.639 0.828 0.662 0.821 0.787
S 0.403 0.543 0.367 0.508 0.200 0.217
F 113.3 74.3 98.4 82.3 74.3 75.9
Komponenten 3 2 4 2 5 4
Minimierung in der Bindetasche von CA IV (Selektivita¨tsmodelle)
CA I - CA II CA I - CA IV CA II - CA IV
CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA CoMFA CoMSIA
q2 0.312 0.470 0.250 0.427 0.263 0.011
SPRESS 0.754 0.666 0.762 0.682 0.403 0.459
r2 0.754 0.869 0.751 0.954 0.826 0.308
S 0.451 0.331 0.439 0.193 0.196 0.384
F 84.8 135.7 83.6 235.9 97.3 87.9
Komponenten 3 4 3 7 4 1
Gitterweite 2 A˚
Es wurden hier jeweils Selektivita¨tsmodelle (CA I - CA II, CA I - CA IV, CA II -
CA IV) fu¨r die in CA I, CA II und CA IV berechneten U¨berlagerungen erstellt. Ein
Vergleich der Ergebnisse fu¨r die verschiedenen U¨berlagerungsmodelle zeigt, dass fu¨r die
in CA II erzielte U¨berlagerung alle Selektivita¨tsmodelle anna¨hernd die gleiche statisti-
sche Signifikanz besitzen (q2-Werte zwischen 0.414 und 0.281). Unter Verwendung der
U¨berlagerung aus CA I wurde ein gutes CoMFA-Modell fu¨r CA I - CA II erhalten, wa¨h-
rend kein signifikantes Modell fu¨r CA II und CA IV erstellt werden konnte (q2-Werte
0.063 bzw. 0.104). Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf die hohe Datenkorrelation
zwischen CA II und CA IV und dem geringen Wertebereich der Affinita¨tsdifferenzen
zwischen beiden Isoenzymen zuru¨ckzufu¨hren, der unter drei logarithmischen Einheiten
liegt (Tab. 4.8). Fu¨r das U¨berlagerungsmodell aus CA II konnten jedoch fu¨r CA II -
CA IV Selektivita¨tsmodelle erhalten werden, die sich an der unteren Signifikanzgrenze
von q2 = 0.3 befinden (CoMFA q2 = 0.281 bzw. CoMSIA 0.296). Wa¨hlt man den q2-
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Wert als Gu¨tekriterium wurde das beste Selektivita¨tsmodell fu¨r CA I - CA II mit dem
CoMFA-Ansatz und der U¨berlagerung in CA I erhalten (q2 = 0.555).
Graphische Interpretation der Selektivita¨tsmodelle
Durch Auswertung der aus den Selektivita¨tsmodellen erhaltenen Feldern (sterisch,
elektrostatisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) ko¨nnen diejenigen physikochemischen Ei-
genschaften ermittelt werden, die fu¨r eine selektive Hemmung entscheidend sind. An-
hand einer graphischen Auswertung der Beitra¨ge der einzelnen Koeffizienten ko¨nnen
fu¨r jede Eigenschaft die selektivita¨tsbestimmenden Bereiche hervorgehoben werden. Im
Folgenden soll exemplarisch nur auf die Selektivita¨tsmodelle eingegangen werden, bei
denen sich die abzeichnenden selektivita¨tsbestimmenden Bereiche direkt mit Eigen-
schaften in der Proteinbindetasche in Bezug setzen lassen.
In Abb. 4.5 sind die Konturdiagramme der sterischen Eigenschaften des CoMFA-
Selektivita¨tsmodells von CA I - CA II dargestellt (minimiert in CA I, q2 = 0.555).
Gelb konturierte Bereiche deuten Regionen an, in deren Nachbarschaft eine Besetzung
mit sterisch anspruchsvollen Gruppen eine Erho¨hung der Selektivita¨t hinsichtlich CA
II bewirkt, wa¨hrend die Besetzung in der Na¨he der gru¨n konturierten Bereiche die Se-
lektivita¨t fu¨r CA I erho¨ht. Diese Konturdiagramme lassen sich direkt auf die sterischen
Gegebenheiten der Bindetaschen beider Isoenzyme u¨bertragen. In der Na¨he der gelben
markierten CA II-selektiven Regionen befinden sich in CA I sterisch anspruchsvolle
Aminosa¨uren (His200, Tyr204, Phe91, Abb. 4.5, oben links). Falls Inhibitoren mit
zunehmend sterisch anspruchvollen Gruppen in der Na¨he dieser gelb markierten Berei-
chen platziert werden, erreichen sie steigende CA II-Selektivita¨t, da umgekehrt in CA
I diese Gruppen ungu¨nstige sterische Wechselwirkungen mit dem Protein hervorrufen.
In CA II hingegen werden solche sterischen Abstoßungen durch die dort befindlichen
kleineren Aminosa¨ureseitenketten (Thr200, Leu204, Ile91) vermieden. Weiterhin be-
findet sich in CA II an Position 131 ein Phenylalanin (Phe131), wa¨hrend in CA I dieser
Bereich der Bindetasche etwas weiter geo¨ffnet ist (Leu131). Demnach sollte die Beset-
zung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen nahe diesem gru¨n konturierten Bereich die
Selektivita¨t im Hinblick auf CA I erho¨hen, da diese Reste der Inhibitoren mit der volu-
mino¨seren Seitenkette von Phe131 in CA II kollidieren wu¨rden. So geho¨rt Verbindung
32 zu den affinsten CA I-Inhibitoren (pKi CA I = 8.15, pKi CA II = 8.10), da diese
Verbindung mit zwei Phenylringen die gro¨ßere Bindetasche in CA I optimal ausfu¨llt
(Abb. 4.5, oben rechts). Die Affinita¨t fu¨r CA II ist nahezu gleich groß, aber verglichen
mit Verbindung 21 (pKi CA I = 6.05, pKi CA II = 7.82), die nur einen Phenylring
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besitzt, scheint der Einfluß eines zusa¨tzlichen aromatischen Ringes auf die Bindungs-
affinita¨t in CA II geringer auszufallen als in CA I. Die große Affinita¨tsdifferenz der
Verbindung 38 zwischen CA I und CA II (∆pKi = -3.75) kann unter anderem dadurch
erkla¨rt werden, dass die Ethylaminogruppe sterisch ungu¨nstige Wechselwirkungen zu
His200 in CA I aufbauen muss, wa¨hrend in CA II eine zusa¨tzliche Wasserstoffbru¨cke
zu dem Sauerstoffatom von Thr200 gebildet werden kann (Abb. 4.5, unten links). Fer-
ner zeigt Verbindung 24 ebenfalls eine große Affinita¨tsdifferenz zwischen CA I und CA
II (∆pKi = -2.70), da der pentafluorierte aromatische Rest dieser Verbindung in eine
hydrophobe Tasche zeigt, die in CA I durch das volumino¨sere Tyr204 (CA II: Leu204)
eingeengt ist. Die Besetzung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen in diesem Bereich
sollte demnach die Selektivita¨t im Hinblick auf CA II erho¨hen (Abb. 4.5, unten rechts).
Die Wechselwirkungen der Thienothiopyransulfonamide werden unter Beru¨cksichtigung
weiterer physikochemischer Eigenschaften in Kap. 4.1.6 ausfu¨hrlich beschrieben.
Es muss betont werden, dass diese Interpretation aus einer reinen Liganden-
basierten Analyse erhalten wurde, Proteininformationen sind nur in Form der Af-
finita¨tsdaten beru¨cksichtigt worden. Dennoch ko¨nnen mit einem so erhaltenen Modell
Aussagen u¨ber die Gegebenheiten in der umgebenden Bindetasche abgeleitet werden.
Die Auswertung der mit dem CoMSIA-Ansatz (q2 = 0.429, minimiert in CA I) er-
haltenen sterischen Selektivita¨tsfelder fu¨r CA I und CA II fu¨hren zu sehr a¨hnlichen
Beobachtungen, wie sie in Abb. 4.5 fu¨r das CoMFA-Modell dargestellt wurden.
Zusa¨tzlich zu den Beitra¨gen der sterischen und elektrostatischen Selektivita¨tsfeldern
ko¨nnen mit CoMSIA selektive Bereiche hervorgehoben werden, die durch hydropho-
be, Donor- und Akzeptoreigenschaften verursacht werden. Die erzeugten Donor- und
Akzeptorfelder beschreiben Regionen auf der Proteinseite, die zu einer Steigerung oder
Erniedrigung der Affinita¨t beziehungsweise Selektivita¨t fu¨hren. So zeigenAkzeptorfel-
der Bereiche an, bei denen Donorgruppen des Proteins zu einer Erho¨hung der Affinita¨t
beitragen, wa¨hrend Donorfelder Regionen beschreiben, bei denen Akzeptorgruppen
auf Proteinseite die Affinita¨t erho¨hen. Bei der Erstellung der Donor- und Akzeptorfel-
der suggerieren die Donoreigenschaften des Liganden Akzeptoreigenschaften im Protein
bzw. Akzeptoreigenschaften des Liganden verlangen Donoreigenschaften im Protein. In
Abb. 4.6 sind die Konturdiagramme fu¨r die Akzeptoreigenschaften der Liganden aufge-
tragen, die bezu¨glich der Selektivita¨t zu CA I (blau) bzw. CA II (rot) diskriminierend
sind. Donoreigenschaften des Proteins in unmittelbarer Na¨he der CA II-selektiven rot
markierten Bereiche sollten die Selektivita¨t hinsichtlich CA II erho¨hen, wa¨hrend Ak-
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zeptoreigenschaften des Proteins an diesen Positionen die Selektivita¨t fu¨r CA I erho¨hen
sollten.
Ein fu¨r CA II selektiver rot markierter Bereich befindet sich in unmittelbarer Na¨he
von Gln92, das sowohl in CA I wie CA II an dieser Stelle zu finden ist. Eine Donor-
gruppe auf Proteinseite sollte an dieser Position die Selektivita¨t fu¨r CA II erho¨hen.
Eine genauere Betrachtung der Ausrichtung der terminalen Amidgruppe von Gln92 in
CA I und CA II zeigt, dass Gln92 in beiden Isoenzymen offensichtlich unterschied-
liche Konformationen ausbildet. In beiden Enzymen geht der Carbonylsauerstoff der
Seitenkette von Gln92 mit His94 eine Wasserstoffbru¨cke6 ein. In CA I bildet die ter-
minale Aminogruppe von Gln92 mit dem Sauerstoffatom der Seitenkette von Asn69
eine weitere H-Bru¨cke. Asn69 wiederum vermittelt u¨ber das Stickstoffatom seiner ter-
minalen Amidgruppe eine Wechselwirkung zu Glu58. In CA II hingegen geht das
amidische Stickstoffatom der Seitenkette von Gln92 keine H-Bru¨cke mit angrenzenden
Aminosa¨uren ein, da das benachbarte Glu69 durch zwei H-Bru¨cken zu Arg58 bereits
abgesa¨ttigt ist. Dieses unterschiedliche Wasserstoffbru¨ckennetzwerk in CA I und CA II
ist unter anderem dafu¨r verantwortlich, dass Gln92 in CA I und CA II zwei unterschied-
liche Konformationen ausbildet. Da die Donorfunktion der Seitenkette von Gln92 in
CA II keine Wechselwirkung mit benachbarten Aminosa¨uren aufbaut, kann es mit vom
Liganden pra¨sentierten Akzeptorgruppen interagieren, wa¨hrend dies bei CA I wegen
der Einbindung dieser Gruppe in das Netzwerk nicht mo¨glich ist. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit den Ergebnissen des abgeleiteten Selektivita¨tsmodells, das eine
Donorgruppe auf Proteinseite (Aminogruppe von Gln92) verlangt, um die Selektivi-
ta¨t fu¨r CA II zu erho¨hen. Liganden mit Akzeptorgruppen in unmittelbarer Na¨he der
Aminogruppe von Gln92 sollten demnach CA II-selektiv sein. (Abb. 4.6).
6im folgenden H-Bru¨cke
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Abb. 4.5: Selektivita¨tsdiskriminierende Bereiche aufgrund sterischer Eigenschaften fu¨r CA I (gru¨n,
Konturlevel: 0.026) und CA II (gelb, Konturlevel: -0.014), die durch das CoMFA-Modell
erhalten wurden (minimiert in CA I, Gitterweite 2 A˚). Gelb konturierte Bereiche zeigen
Regionen, deren benachbarte Besetzung mit sterisch anspruchsvollen Gruppen eine Erho¨-
hung der Selektivita¨t hinsichtlich CA II bewirkt, wa¨hrend eine Besetzung in der Na¨he der
gru¨n konturierten Bereiche die Selektivita¨t fu¨r CA I steigert. In der Na¨he der gelb markier-
ten CA II-selektiven Regionen befinden sich in CA I sterisch anspruchsvollere Aminosa¨uren
(His200, Tyr204, Phe91) als in CA II (Thr200, Leu204, Leu131) (oben links). Ein CA I-
selektiver Bereich wird in der Nachbarschaft zur Position 131 beobachtet: dieser Bereich
der Bindetasche wird in CA II durch Phe131 (CA I: Leu131) eingeengt, so dass sterisch
anspruchsvollere Reste der Inhibitoren (z.B. 32) in CA II ungu¨nstige Wechselwirkungen
mit Phe131 eingehen mu¨ssen, die der Bindungsaffinita¨t abtra¨glich sind (oben rechts). Die
Verbindungen 38 (unten links) und 24 (unten rechts) sind CA II-selektiv, da die Substituen-
ten dieser Verbindungen ungu¨nstige Wechselwirkungen mit Aminosa¨uren in CA I aufbauen
mu¨ssen (His200, Tyr204), wa¨hrend sich in CA II an diesen Positionen Aminosa¨uren mit
sterisch weniger anspruchsvollen Seitenketten befinden (Thr200, Leu204). Die Bindungsaf-
finita¨ten der Verbindungen fu¨r CA I und CA II sind: 32 (pKi CA I = 8.15, pKi CA II =
8.10), 38 (pKi CA I = 4.30, pKi CA II = 8.05), 24 (pKi CA I = 6.70, pKi CA II = 9.40).
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Abb. 4.6: Selektivita¨tsmodell fu¨r die Akzeptoreigenschaft in den Liganden. Rot markierte Bereiche
(Konturlevel: -0.0018) stellen CA II-selektive Bereiche dar, blau markierte Regionen (Kon-
turlevel: 0.027) CA I-selektive (minimiert in CA I, Gitterweite 1 A˚). Die Akzeptorfelder
deuten an, dass Donoreigenschaften auf Proteinseite die Selektivita¨t erho¨hen sollten. In CA
II zeigt Gln92 mit seiner terminalen Aminogruppe in die Bindetasche, wogegen in CA I diese
Aminogruppe eine H-Bru¨cke mit Asn69 eingeht. Somit steht in CA I die terminale Amino-
gruppe von Gln92 fu¨r keine Wechselwirkung mit einem potentiellen Liganden zur Verfu¨gung.
Asn69 wiederum bildet eine H-Bru¨cke zu Glu58 (oben). In CA II zeigt die Aminofunktion
von Gln92 in die Bindetasche und kann mit Liganden-Akzeptorgruppen (hier ist Dorzola-
mid dargestellt) interagieren, da das benachbarte Glu69 in CA II durch zwei H-Bru¨cken mit
Arg58 abgesa¨ttigt ist.
4.1 Auswertung von Ligandeninformation mittels 3D-QSAR-Verfahren 74
Die unterschiedlichen Konformationen von Gln92 in CA I und CA II wurden in allen
u¨berlagerten Kristallstrukturen von CA I und CA II beobachtet. Offensichtlich indu-
ziert in keinem der bisher bekannten Protein-Ligand-Komplexe der gebundene Ligand
eine andere Ausrichtung des Wasserstoffbru¨ckennetzwerkes. Lediglich Arg58 in CA II
zeigt aufgrund seiner zum Lo¨sungsmittel gerichteten Position unterschiedliche Kon-
formationen, fixiert aber zumindest u¨ber eine H-Bru¨cke Glu69. In Tab. 4.10 sind die
beobachteten Absta¨nde zwischen den einzelnen Atomen aufgefu¨hrt, die in CA I und
CA II am Wasserstoffbru¨ckennetzwerk beteiligt sind. Fu¨r CA I und CA II wurden die
Absta¨nde jeweils fu¨r eine Komplex-Struktur (CA I: PDB-Code 1azm, Auflo¨sung 2.0 A˚;
CA II: 1cil, 1.6 A˚) und fu¨r eine Apo-Struktur (CA I: 2cab, 2.0 A˚; CA II: 2cba, 1.54 A˚)
ermittelt.
Tab. 4.10: Absta¨nde der Atome, die am Wasserstoffbru¨ckennetzwerk in CA I und CA II beteiligt sind.
CA I Atomtyp Abstand (2cab) Abstand (1azm)
His94 - Gln92 ND1 - OE1 2.7 A˚ 2.8 A˚
Gln92 - Asn69 NE1 - OD1 3.1 A˚ 3.2 A˚
Asn69 - Glu58 ND2 - OE1 3.5 A˚ 3.6 A˚
CA II Atomtyp Abstand (2cba) Abstand (1cil)
His94 - Gln92 ND1 - OE1 2.7 A˚ 2.8 A˚
Glu69 - Arg58 OE2 - NH2 3.1 A˚ 3.0 A˚
Glu69 - Arg58 OE1 - NE 2.7 A˚ 2.7 A˚
Glu69 - Arg58 OE1 - NH2 3.1 A˚ 3.2 A˚
Die statistische Auswertung der Selektivita¨tsmodelle fu¨r CA II - CA IV ergab, dass
keine aussagekra¨ftigen Modelle fu¨r die U¨berlagerungen in CA I und CA IV erhalten
werden konnten (Tab. 4.9). Dies ist hauptsa¨chlich auf die hohe Datenkorrelation (r =
0.86) und die relativ geringe Streuung der Affinita¨tsdifferenzen (2.2 ∆pKi-Einheiten)
zwischen den beiden Isoenzymen zuru¨ckzufu¨hren. Nur fu¨r die Minimierung in CA II
konnten Selektivita¨tsmodelle erhalten werden, die nahe an der unteren Signifikanzgren-
ze von q2 = 0.3 liegen (q2 = 0.281 bzw. 0.296 fu¨r CoMFA und CoMSIA). Bei einer
Auswertung der Konturdiagramme des CoMSIA-Modells fu¨r hydrophobe und Donor-
eigenschaften konnten zumindest Hinweise auf selektivita¨tsdiskriminierende Bereiche
erhalten werden. Das hydrophobe Selektivita¨tsmodells (Abb. 4.7) zeigt einen CA
II-selektiven Bereich in der Bindetasche, der in CA II von hydrophoben Aminosa¨uren
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umgeben ist (Leu198, Leu204, Cys206, Val135, Phe131). Liganden mit hydro-
phoben Resten in diesem Bereich sollten dementsprechend die Selektivita¨t hinsichtlich
CA II erho¨hen. U¨bereinstimmend mit dem Modell weist CA IV in diesem Bereich hy-
drophile Aminosa¨uren auf (Asp204, Lys206, Asp136, Glu140, Glu123). Die Ami-
nosa¨uren an Position 131 und 135 sind in CA IV in einer Schleife verankert, die aus
der Bindetasche hinaus zeigt und zum Lo¨sungsmittel hin gerichtet ist. Bei der Entwick-
lung von Inhibitoren mit bevorzugter Selektivita¨t gegenu¨ber CA IV sollten demzufolge
funktionelle Gruppen mit hydrophilen Eigenschaften zur Wechselwirkung in dieser Re-
gion gewa¨hlt werden. Hydrophobe Reste sollten in diesem Bereich fu¨r CA IV-selektive
Inhibitoren vermieden werden. Dies spiegelt sich bei Derivaten wider, die insbesonde-
re aromatische Ringe beziehungsweise aliphatische Seitenketten, die mit Fluoratomen
substituiert sind, in diese Region platzieren und fu¨r die die Affinita¨t gegenu¨ber CA II
drastisch ansteigt, wa¨hrend die Bindungsaffinita¨t bezogen auf CA IV weitgehend kon-
stant bleibt. Der Einfluss dieser elektronenziehenden Substituenten wird in Kap. 4.1.6
na¨her beschrieben.
Bei der Auswertung der Donoreigenschaften konnten selektive Bereiche fu¨r CA
IV in der Na¨he von Asp204 ermittelt werden. Liganden mit einer Donorfunktion in
diesem Bereich sollten die Selektivita¨t im Hinblick auf CA IV erho¨hen, da diese mit
den Akzeptorgruppen von Asp204 gu¨nstige Wechselwirkungen eingehen ko¨nnen.
Da die statistischen Parameter dieses Selektivita¨tsmodells fu¨r CA II und CA IV sich
aber an der unteren Signifikanzgrenze befinden, sind die aufgefundenen Selektivita¨ts-
diskriminierenden Hinweise kritisch zu bewerten. Eine detaillierte Auswertung wu¨rde
nur ein Datensatz erlauben, dessen Affinita¨tsdifferenzen zwischen den Isoformen u¨ber
mindestens drei logarithmische Einheiten streuen, und dabei eine geringe interne Da-
tenkorrelation aufweist wodurch Modelle produziert werden, deren statistische Aussa-
gekraft deutlich u¨ber der unteren Signifikanzgrenze von q2 = 0.3 liegen.
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Abb. 4.7: Hydrophobes Selektivita¨tsmodell fu¨r CA II - CA IV. Aus Gru¨nden der U¨bersicht sind nur
CA II-selektive Bereiche dargestellt (gelb). CA II selektive hydrophobe Bereiche werden in
CA II von hydrophoben Aminosa¨uren umgeben (Leu198, Leu204, Cys206, Val135, Phe131),
wa¨hrend sich in CA IV in diesem Bereich gro¨ßtenteils hydrophile Aminosa¨uren befinden
(Leu198, Asp204, Lys206, Glu135, Asp136, Glu140, Glu123). Die Aminosa¨uren an Posi-
tion 131 und 135 befinden sich in CA IV auf einer Schleife, die zum Lo¨sungsmittel hin
ausgerichtet ist.
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4.1.5 Generierung von Selektivita¨tsmodellen durch
Kombination von Einzelmodellen
Neben den Selektivita¨tsmodellen, die durch Differenzbildung der gemessenen Affini-
ta¨ten erhalten wurden, wurde in einem zweiten methodisch alternativen Ansatz zur
Bestimmung der selektivita¨tsdiskriminierenden Bereiche die Differenz der QSAR-
Koeffizienten der zuvor erstellten Einzelmodellen verwendet (siehe Kap. 2.2). Bei
diesem Ansatz werden jeweils fu¨r eine U¨berlagerung Einzelmodelle bezu¨glich CA I, CA
II und CA IV erstellt. Durch Differenzbildung der Koeffizienten werden sogenannte
”
Selektivita¨tskoeffizienten“ fu¨r jede physikochemische Eigenschaft (sterisch, elektrosta-
tisch, hydrophob, Donor, Akzeptor) berechnet. Durch Visualisierung dieser selektivi-
ta¨tsbestimmenden Eigenschaften ko¨nnen ebenfalls Ru¨ckschlu¨sse auf Bindetaschenberei-
che gezogen werden, die entscheidend fu¨r die Selektivita¨t hinsichtlich eines bestimmten
Enzyms sind.
In Abb. 4.8 sind die Konturdiagramme der Selektivita¨tsmodelle dargestellt, die mit
den Methoden der Differenzbildung der Affinita¨ten (links) und mit der Differenzbil-
dung der Koeffizienten (rechts) erhalten wurden. Ein Vergleich der Konturdiagramme
zeigt, dass sich mit beiden methodisch unterschiedlichen Ansa¨tzen qualitativ sehr a¨hn-
liche Selektivita¨tsmodelle ergeben. Beide Ansa¨tze verwenden die gleiche U¨berlagerung
(in CA I). Nur der
”
Zeitpunkt“ der Differenzbildung unterscheidet sich bei beiden An-
sa¨tzen. Bei der Differenzbildung der Affinita¨ten wurde zuna¨chst die Differenz der
Affinita¨ten gebildet und im Anschluss daran eine PLS-Analyse durchgefu¨hrt, bei der
die Affinita¨tsdifferenzen mit den physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen
korreliert wurden. Bei der Differenzbildung der Koeffizienten wurde zuna¨chst fu¨r
jedes Enzym ein Einzelmodell erstellt, um anschließend durch eine Differenzbildung
der Koeffizienten Selektivita¨tsmodelle zu erhalten. Mit beiden Ansa¨tzen konnten fu¨r
sterische und Akzeptoreigenschaften a¨hnliche Bereiche in der Bindetasche bestimmt
werden, die entscheidend fu¨r die Selektivita¨tsdiskriminierung bei der Ligandenbindung
sind. Ein Vorteil der Differenzbildung der Koeffizienten ko¨nnte darin liegen, dass zwei
unterschiedliche U¨berlagerungen fu¨r die Berechnung der Selektivita¨tsmodelle herange-
zogen werden ko¨nnen (unter Beibehaltung der gleichen Gitterparameter), wa¨hrend fu¨r
die Differenzbildung der Affinita¨ten sinnvollerweise nur von dem gleichen Alignment
ausgegangen werden kann. Die Beru¨cksichtigung von zwei unterschiedlichen U¨berla-
gerungen macht jedoch nur Sinn, wenn zusa¨tzlich auch Proteininformationen in die
Modelle und die Koeffizienten auf den einzelnen Gitterpunkten mit einfließen [Gohl-
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ke, 2002]. Bei der Beschra¨nkung auf reine Ligandeninformation wu¨rden bei Verwen-
dung von zwei unterschiedlichen U¨berlagerungen vornehmlich konformelle Unterschiede
der Liganden und ihre relativen U¨berlagerungsunterschiede in den einzelnen Bindeta-
schen der Modelle ausgewertet und die bestehenden Selektivita¨tsdifferenzen in einer
nur schwer abzutrennenden Weise u¨berdecken. Im na¨chsten Kapitel wird die selektive
Bindung von ausgewa¨hlten Inhibitoren in CA I und CA II diskutiert und untersucht, in-
wieweit sich ihr Bindungsverhalten mit den berechneten Selektivita¨tsmodellen erkla¨ren
la¨ßt.
Abb. 4.8: Vergleich der Konturdiagramme, die mit der Differenzbildung der Affinita¨ten (links) bezie-
hungsweise mit der Differenzbildung der Koeffizienten erhalten wurden (rechts). Die Kon-
turniveaus und Gitterweiten entsprechen denen in Abb. 4.5 und 4.6. Die Konturdiagramme
zeigen, dass mit zwei unterschiedlichen Ansa¨tzen sehr a¨hnliche Ergebnisse erhalten wur-
den. Fu¨r die Erstellung der Modelle wurde die gleiche U¨berlagerung verwendet (minimiert
in CA I), lediglich die Differenzbildung wird an unterschiedlichen Stellen der Auswertung
vorgenommen.
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4.1.6 Auswertung und Diskussion der Selektivita¨tsmodelle
Bei der Auswertung der Selektivita¨tsmodelle wurde das CA I - CA II Beispiel genauer
untersucht, da zum einen die statistischen Parameter eine Auswertung rechtfertigen,
und zum anderen durch die Interpretation der Konturdiagramme Ru¨ckschlu¨sse auf die
physikochemischen Eigenschaften in der Bindetasche gezogen werden konnten. Die Inhi-
bitoren 24 (A 09, ∆pKi = -2.70), 29 (A 14, ∆pKi = -2.84) und 38 (B 05, Dorzolamid,
∆pKi = -3.75) weisen die gro¨ßte Affinita¨tsdifferenz zugunsten CA II auf. Des Weiteren
zeigt die Verbindung 36 (B 03, ∆pKi = -1.64) im Vergleich zur Verbindung 38 gegen-
u¨ber CA I eine Affinita¨tssteigerung, wa¨hrend fu¨r CA II die Bindungsaffinita¨t konstant
bleibt (siehe Tab. 4.2 und Tab. 4.8). Verbindung 36 ist im Gegensatz zu Dorzolamid
(38) am Stickstoffatom des Ethylaminorestes substituiert.
Ein Vergleich der Bindungsmodi von Dorzolamid (38) in CA I und CA II zeigt,
dass der Sulfonamidanker des Thienothiopyran-Grundgeru¨stes in beiden Isoenzymen
an das Zinkion koordiniert und entscheidende H-Bru¨cken mit Thr199 eingeht. Ein Un-
terschied ist in der Wechselwirkung mit Thr200 (CA II) beziehungsweise His200 (CA
I) und Gln92 zu beobachten. In CA II geht das Stickstoffatom des Ethylaminorestes
eine H-Bru¨cke mit Thr200 ein (Abb. 4.9, unten). In CA I hingegen kommt es zu ei-
ner sterischen Abstoßung zwischen dem Ethylaminosubstituenten von Dorzolamid und
His200 (4.9, oben). Des Weiteren kann keine H-Bru¨cke zwischen His200 und dem Stick-
stoffatom des Ethylenaminorestes ausgebildet werden. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit den Selektivita¨tsmodellen fu¨r die sterischen Eigenschaften (Abb. 4.5), da
Inhibitoren mit sterisch anspruchsvollen Resten in der Na¨he von His200/Thr200 die
Selektivita¨t fu¨r CA II erho¨hen sollten. CA I-selektive Verbindungen sollten in dieser
Region keine sterisch anspruchsvolle Substituenten besitzen, um ungu¨nstige van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit His200 zu vermeiden. Die zyklische Sulfongruppe erho¨ht
des Weiteren die Selektivita¨t fu¨r CA II, da ein Sauerstoffatom als Akzeptor eine H-
Bru¨cke mit der terminalen NH2-Amidgruppe der Seitenkette von Gln92 eingehen kann.
Dies steht ebenfalls im Einklang mit den Selektivita¨tsmodellen, die fu¨r die Akzep-
toreigenschaft erhalten wurden. An dieser Position wirken sich Akzeptorgruppen von
Liganden beziehungsweise Donorgruppen auf Proteinseite gu¨nstig auf eine Selektivita¨t
fu¨r CA II aus, da in CA I die NH2-Funktion der terminalen Amidgruppe der Gln92-
Seitenkette u¨ber ein H-Bru¨cken-Netzwerk mit Asn69 fixiert ist und keine Wechselwir-
kung mit Liganden-Akzeptorgruppen eingehen kann (Abb. 4.9, oben). Verbindung 29
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besitzt ebenfalls eine Akzeptorgruppe, die mit Gln92 in CA II eine H-Bru¨cke bilden
kann.
Die Auswertung des Selektivita¨tsmodells fu¨r CA II und CA IV fu¨r die hydrophoben
Eigenschaften deutete an, dass hydrophobe Seitenketten von Liganden die Selektivita¨t
hinsichtlich CA II erho¨hen sollten, da diese mit den in CA II anzutreffenden hydropho-
ben Aminosa¨uren wechselwirken ko¨nnen (siehe Abb. 4.7). Zudem wurde beobachtet,
dass Aromaten mit elektronenziehenden Substituenten die Affinita¨t fu¨r CA II stark er-
ho¨hen, wa¨hrend fu¨r CA I und CA IV nur eine schwache Affinita¨tssteigerung beobachtet
wurde. Die in Tab. 4.11 aufgelisteten Inhibitoren 26, 29, 41, 42, 46, 47 zeigen eine
sta¨rkere CA II-Inhibition im Vergleich zu den Verbindungen, die keine elektronenzie-
henden Substituenten am Aromaten besitzen (25, 45) beziehungsweise nicht mit einem
Aromaten substituiert sind (39, 40, 43, 49) (Tab. 4.11).
Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf eine gu¨nstige Wechselwirkung vor allem der
mit Fluor-Atomen substituierten Aromaten mit Phe131 in CA II zuru¨ckzufu¨hren (CA
I: Leu131). In CA IV befindet sich die Position 131 auf einer zum Lo¨sungsmittel zeigen-
den Schleife, wa¨hrend alle anderen Aminosa¨uren in unmittelbarer Na¨he dieser Position
hydrophil sind (Glu123, Glu140; siehe Abb. 4.7). Der Einfluss der elektronenziehenden
Substituenten wird anhand der Benzothiazol-(C)-Derivaten zusa¨tzlich verdeutlicht. So
fu¨hrt die Addition eines mit Fluor-Atomen substituierten aromatischen Ringsystems
zu einer Affinita¨tssteigerung im Hinblick auf CA II (41, 42), wa¨hrend die Bindungs-
affinita¨ten dieser Derivate gegenu¨ber CA I und CA IV weitgehend konstant bleiben,
ganz analog den Derivaten, die keine elektronenziehenden Substituenten tragen (39,
40, 49) (Tab. 4.11). Der gleiche Effekt wird bei den Verbindungen 46 und 47 beob-
achtet, die im Gegensatz zu der mit einem Pyridinring substituierten Verbindung 45
und Verbindung 43 ebenfalls zu einer deutlichen Erho¨hung der Bindungsaffinita¨t fu¨r
CA II fu¨hrt.
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Abb. 4.9: Bindungsmodus von Dorzolamid 38 in CA I (oben, minimiert) und CA II (unten, 1cil).
Erkla¨rung der Bindungsmodi siehe Text.
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Tab. 4.11: Einfluss von elektronenziehenden Substituenten auf die Bindungsaffinita¨t der Inhibitoren
fu¨r CA I, II und IV.
Nr. Grundgeru¨st R1 pKi CA I pKi CA II pKi CA IV
25 A 10 8.22 8.70 8.30
26 A 11 8.70 10.0 8.52
29 A 14 6.68 9.52 8.22
39 C 01 7.26 8.10 7.77
40 C 02 7.30 8.15 7.82
41 C 03 7.74 9.30 8.15
42 C 04 7.19 9.15 7.96
43 C 05 7.15 8.05 7.72
45 C 07 7.89 8.30 7.72
46 C 08 6.92 9.30 8.10
47 C 09 7.39 9.70 8.30
49 C 11 7.60 8.10 7.89
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Weiterhin wurde fu¨r das substituierte Thienothiopyransulfonamid 36 im Vergleich zu
Dorzolamid 38 (pKi CA I = 4.30, pKi CA II = 8.05) eine deutliche Affinita¨tssteigerung
fu¨r CA I festgestellt (pKi CA I = 6.46), wa¨hrend bei CA II die Bindungsaffinita¨t
konstant blieb (pKi CA II = 8.10) (Tab. 4.12).
Tab. 4.12: CA-Inhibitoren aus der Abb. 4.11. Angegeben ist die Bindungsaffinita¨t fu¨r CA I und CA
II, sowie die Affinita¨tsdifferenz fu¨r diese beiden Isoenzyme.
Nr. Grundgeru¨st Struktur pKi CA I pKi CA II ∆pKi CA I - CA II
38 B 05 4.30 8.05 -3.75
36 B 03 6.46 8.10 -1.64
103 - 8.52 8.00 0.52
Eine Auswertung der nach der Minimierung erhaltenen Bindungsmodi in CA I und
CA II zeigt, dass 36 in CA I keine H-Bru¨cke mit His200 eingehen kann. Dies wurde
ebenfalls fu¨r die Minimierung von Dorzolamid in CA I beobachtet (Abb. 4.9). Nach der
Minimierung in CA I wurde beobachtet, dass der Pyrrolring des Restes von 36 mo¨gli-
cherweise eine H-Bru¨cke mit His67 bilden ko¨nnte (3.48 A˚) (Abb. 4.10 und 4.11). Auch
wenn dieser Bindungsmodus nicht experimentell belegt werden konnte, weist die Mini-
mierung in der Bindetasche zumindest auf eine mo¨gliche Wechselwirkung hin, die die
Affinita¨tssteigerung in CA I durch die zusa¨tzlich gebildete H-Bru¨cke erkla¨ren ko¨nnte. In
CA II geht Dorzolamid, wie bereits erwa¨hnt, eine H-Bru¨cke mit Thr200 ein (3.00 A˚).
Durch strukturelle Variation des Restes in Verbindung 36 fa¨llt die Mo¨glichkeit die-
se H-Bru¨cke mit Thr200 auszubilden weg. Dieser Verlust ko¨nnte ho¨chstens durch die
zusa¨tzliche Ausbildung einer H-Bru¨cke u¨ber den Pyrrolring mit Asn67 (2.85 A˚) be-
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ziehungsweise einer H-Bru¨cke zwischen der Carbonylgruppe des Inhibitors und Gln92
(2.97 A˚) in CA II ausgeglichen werden (Abb. 4.10 und 4.11). In CA I ko¨nnte eine zusa¨tz-
liche attraktive Wechselwirkung durch die substituierten Thienothiopyransulfonamide
ausbildet werden, wa¨hrend in CA II der Verlust der attraktiven Wechselwirkung mit
Thr200 durch Interaktionen mit den Aminosa¨ureseitenketten in der hydrophilen Tasche
kompensiert werden kann.
Dass His200 in CA I einen Einfluss auf die selektive Bindung von Inhbibitoren hat,
wird durch Verbindung 103 besta¨tigt (Tab. 4.12). Diese Verbindung geho¨rt zu den der-
zeit sta¨rksten CA I-Inhibitoren (pKi CA I = 8.52), besitzt einen gewinkelten Sulfon-
amidanker und keine sterisch anspruchvollen Reste, die mit His200 in CA I kollidieren
ko¨nnten. Durch die drehbaren Bindungen in unmittelbarer Na¨he des Sulfonamidankers
kann sich diese Verbindung den ra¨umlichen Einschra¨nkungen in CA I flexibler anpassen
als zum Beispiel die Thienothiopyransulfonamide, die ein starres Ringsystem besitzen.
Dadurch ko¨nnte unter anderem die Affinita¨tssteigerung fu¨r CA I fu¨r den Inhibitor 103
erkla¨rt werden (Tab. 4.12). Zusa¨tzlich besta¨tigt werden diese Beobachtungen dadurch,
dass durch ein Fehlen der Ethylseitenkette an Dorzolamid (38) die Affinita¨t dieser am
Stickstoff unsubstituierten Verbindung fu¨r CA I erho¨ht wird7.
7perso¨nliche Mitteilung Prof. Dr. Claudiu Supuran, Univerita¨t Florenz
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Abb. 4.10: Bindungsmodus von 36 nach der Minimierung in CA I (oben) und CA II (unten). Erkla¨-
rung der Bindungsmodi siehe Text.
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Abb. 4.11: Minimierter Bindungsmodus von Verbindung 38 (oben), 36 (Mitte) und 103 (unten) in
CA I (links) beziehungsweise in CA II (rechts). Mo¨gliche Wasserstoffbru¨ckenbindungen
sind als gestrichelte Linien angedeutet. Verbindung 103 kann sich durch den flexiblen,
gewinkelten Sulfonamidanker den ra¨umlichen Einschra¨nkungen in CA I flexibler anpassen
als die Derivate mit einem Thienothiopyran-Grundgeru¨st. Im Vergleich zu CA I ko¨nnte
Verbindung 103 in CA II zusa¨tzliche H-Bru¨cken mit Thr200 (3.59 A˚) und Gln92 (3.01 A˚)
eingehen (unten rechts).
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4.2 Untersuchungen der Proteinbindetaschen der
Carboanhydrase
Wie bereits in Kap. 1.1 erwa¨hnt, kann die Auswertung der Proteininformation nu¨tzli-
che Hinweise fu¨r die Entwicklung von Wirkstoffen liefern. Durch die Auswertung der
physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen der einzelnen Isoenzyme ko¨nnen
zusa¨tzliche Informationen erhalten werden, die nicht durch die alleinige Auswertung der
Ligandeninformation gewonnen werden ko¨nnen.
4.2.1 U¨berlagerung bekannter Strukturen der α-CA
In der PDB sind die Kristallstrukturen von sechs verschiedenen Isoenzymen der CA
hinterlegt8 (CAI - CA V, CA XII; Tab. 4.13). Von zwei Isoenzymen (CA III: Ratte;
CA V: Maus) ist die Kristallstruktur des humanen Enzyms bisher nicht bekannt. Ei-
ne U¨berlagerung der Isoenzyme (siehe Kap. 4.1.2) zeigt, dass die Faltung dieser CAs
fu¨r alle Fa¨lle identisch ist (Abb. 4.12). Das dominierende Strukturfragment aller CA-
Isoenzyme ist ein zehnstra¨ngiges β-Faltblatt. Alle Isoenzyme besitzen die drei an das
Zinkion koordinierenden Histidinseitenketten (His94, His96, His119) sowie die fu¨r die
Substratfixierung und Inhibitorbindung essentielle Aminosa¨ure Thr199. Die Adressie-
rung unterschiedlicher Aminosa¨uren in der na¨heren Umgebung des aktiven Zentrums
kann genutzt werden, um Inhibitoren zu entwicklen, die ein Isoenzym selektiv hemmen.
In Tab. 4.14 sind die Aminosa¨uren in den Bindetaschen aufgelistet, die sich in unmit-
telbarer Na¨he des aktiven Zentrums befinden und Wechselwirkungen mit Liganden
eingehen ko¨nnen. Ein Vergleich der Aminosa¨uren in der Bindetasche zeigt, dass neben
den Zink-koordinierenden Histidinseitenketten His94, His96, His119 sowohl Thr199,
als auch die Reste Val143, Glu106, Gln92 und Trp5 vollsta¨ndig konserviert sind (Tab.
4.14). In CA III bzw. CA V ist His64 (
”
Protonshuttle“) durch Lys64 bzw. Tyr64 ersetzt.
Des Weiteren befinden sich an Position 91 in CA III, IV und V basische Aminosa¨uren
(Arg, Lys), wa¨hrend in CA I und CA II hydrophobe Aminosa¨uren an diesen Positionen
anzutreffen sind (Ile, Phe). CA III besitzt als einziges Isoenzym ein Phe198, das sich
in unmittelbarer Na¨he zur Zinkbindestelle befindet. Wie bereits bei der Beschreibung
der Selektivita¨tsmodelle erwa¨hnt wurde, schra¨nkt His200 in CA I den zur Verfu¨gung
stehenden Raum in der Bindetasche ein. Bis auf CA I (Ala121) und CA III (Phe198)
8Stand: 10.02.04
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sind die Aminosa¨uren voll konserviert, die u¨ber hydrophobe Wechselwirkungen und H-
Bru¨cken fu¨r die Substratfixierung verantwortlich sind (Val121, Val143, Leu198, Thr199;
siehe Abb. 3.5).
Abb. 4.12: U¨berlagerung der Kristallstrukturen von CA I - V und CA XII (Farbkodierungen: CA I
(gru¨n), CA II (gelb), CA III (rot), CA IV (cyan), CA V (blau), CA XII (grau)). Die in
Tab. 4.13 aufgelisteten α-CA wurden fu¨r die U¨berlagerung verwendet. Abweichungen in der
Faltung sind lediglich bei CA IV (cyan) zu beobachten, das eine Schleifenregion besitzt, die
zum Lo¨sungsmittel hin ausgerichtet ist. Alle anderen CA besitzen an dieser Stelle einen in
die Bindetasche hinein gerichteten helikalen Bereich.
Tab. 4.13: Auswahl von α-CA, deren Kristallstruktur aufgekla¨rt wurde. Die Kristallstrukturen von CA
I, II, IV und XII beziehen sich auf das humane Enzym. Die Kristallstruktur von CA V
stammt von der Maus bzw. die von CA III von der Ratte.
Isoenzyme PDB-Code Auflo¨sung RMSDa [A˚] Ligand
CA I 1azm 2.00 A˚ 0.59 Acetazolamid
CA II 1cil 1.60 A˚ —- Dorzolamid
CA III 1flj 1.80 A˚ 0.33 —
CA IV 1znc 2.80 A˚ 0.52 Sulfat
CA V 1dmy 2.45 A˚ 0.36 Acetazolamid
CA XII 1jd0 1.50 A˚ 0.50 Acetazolamid
aRMSD aller Atome der zwanzig konservierten Aminosa¨uren, die fu¨r die U¨berlagerung verwendet wurden
4.2 Untersuchungen der Proteinbindetaschen der Carboanhydrase 89
Tab. 4.14: Aminosa¨uren in der Bindetasche von α-CA aus Tab. 4.13. Die grau hinterlegten Amino-
sa¨uren sind identisch in allen sechs Isoenzymen.
CA I CA II CA III CA IV CA V CA XII
(1azm) (1a42) (1flj) (1znc) (1dmy) (1jd0)
Trp5 Trp5 Trp5 Trp5 —– Trp5
Glu58 Arg58 Thr58 Thr58 Tyr58 Leu58
Val62 Asn62 Asn62 Asn62 Thr62 Asn62
His64 His64 Lys64 His64 Tyr64 His64
Ser65 Ala65 Thr65 Ser65 Phe65 Ser65
His67 Asn67 Arg67 Met67 Gln67 Lys67
Asn69 Glu69 Val69 Leu69 Glu69 Asn69
Phe91 Ile91 Arg91 Lys91 Lys91 Thr91
Gln92 Gln92 Gln92 Gln92 Gln92 Gln92
His94 His94 His94 His94 His94 His94
His96 His96 His96 His96 His96 His96
Glu106 Glu106 Glu106 Glu106 Glu106 Glu106
His119 His119 His119 His119 His119 His119
Ala121 Val121 Val121 Val121 Val121 Val121
Leu131 Phe131 Phe131 Val131 Tyr131 Ala131
Ala135 Val135 Leu135 Gln135 Ser135 Ser135
Leu141 Leu141 Ile141 Ile141 Leu141 Leu141
Val143 Val143 Val143 Val143 Val143 Val143
Leu198 Leu198 Phe198 Leu198 Leu198 Leu198
Thr199 Thr199 Thr199 Thr199 Thr199 Thr199
His200 Thr200 Thr200 Thr200 Thr200 Thr200
Pro202 Pro202 Pro202 Thr202 Pro202 Pro202
Tyr204 Leu204 Glu204 Asp204 Ala204 Asn204
Ser206 Cys206 Cys206 Lys206 Ser206 Thr206
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Durch diese U¨berlagerung ko¨nnen erste Hinweise fu¨r die gezielte Entwicklung von
selektiven Verbindungen erhalten werden. Liganden mit Akzeptorfunktionen in den
Seitenketten, die spezifische Wechselwirkungen mit den basischen Aminosa¨uren an Po-
sition 91 in CA III, IV und V eingehen, sollten zumindest eine Affinita¨tssteigerung
fu¨r diese drei Isoenzyme bewirken. Inhibitoren mit sterisch anspruchvollen Resten in
unmittelbarer Na¨he des Sulfonamid- bzw. Hydroxamatankers sollten die Affinita¨t fu¨r
CA I und CA III erniedrigen, da in diesen beiden Isoenzymen die Bindetasche durch
His200 in CA I und Phe198 in CA III ra¨umlich eingeschra¨nkt wird. Da die Bindeta-
sche von CA IV durch die ins Lo¨sungsmittel ausgerichtete Schleife vergro¨ßert wird,
sollten hier Inhibitoren mit sterisch anspruchsvollen Resten zu einer Affinita¨tssteige-
rung fu¨hren. Zusa¨tzliche funktionelle Gruppen, die mit Lys91 und Asp204 interagieren,
ko¨nnten ebenfalls zu einer Steigerung der Selektivita¨t hinsichtlich CA IV beitragen. Aus
einem reinen Sequenzalignment ist nicht zu erkennen, dass Gln92 eine entscheidende
Rolle fu¨r die selektive Bindung von Liganden spielen ko¨nnte. Durch die erhaltenen
3D-QSAR-Modelle (Kap. 4.1.3) konnte aber gezeigt werden, dass die unterschiedlichen
Konformationen von Gln92 und dessen Einbindung in ein lokales Wasserstoffbru¨cken-
netzwerk in CA I und CA II durchaus einen Einfluss auf die Inhibitorbindung nehmen
ko¨nnen.
4.2.2 Homologiemodellierung von α-CA-Isoenzymen
Ist die Kristallstruktur eines Enzyms nicht bekannt oder erweist sich die Strukturaufkla¨-
rung eines Proteins als sehr schwierig, zum Beispiel aufgrund einer Membransta¨ndigkeit
des Enzyms, kann die dreidimensionale Struktur des Proteins ausgehend von der Ami-
nosa¨uresequenz mit Computermethoden modelliert werden. Ha¨ufig wird ein verwandtes
Protein als Templatstruktur zugrunde gelegt, um die Proteinstruktur des Zielproteins
zu erzeugen. Die Gu¨te der Proteinstrukturvorhersage ha¨ngt stark vom Grad der Ver-
wandschaft des vorherzusagenden Zielproteins und der als Referenztemplate herange-
zogenen strukturell charakterisierten Proteine ab. Liegt die Sequenzidentita¨t zwischen
Templatstruktur und Zielprotein unter 25 %, erweist sich eine korrekte Strukturvor-
hersage als sehr schwierig. Sind hingegen mehrere verwandte Templatstrukturen vor-
handen, die das gleiche Faltungsmuster aufweisen und liegt die Sequenzidentita¨t u¨ber
30 %, steigt die Wahrscheinlichkeit aussagekra¨ftige Homologiemodelle zu erhalten.
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Die Sequenzidentita¨ten der 14 humanen CA-Isoenzyme zur humanen CA II liegen
zwischen 33 und 62 %, wobei die Sequenzidentita¨ten zu den ebenfalls cytosolischen
CA I, CA III, CA V, CA VII und CA XIII am gro¨ßten sind (> 50 %). Die membran-
sta¨ndigen Isoenzyme (CA IV, CA IX, CA XII und CA XIV) weisen zumindest eine
Sequenzidentita¨t von u¨ber 30 % zu CA II auf, so dass fu¨r diese Isoenzyme aussagekra¨fti-
ge Modelle erhalten werden sollten. Die Homologiemodelle wurden mitMODELLER
[Sali & Blundell, 1993; Fiser et al., 2000] erzeugt, wobei als erstes Validierungsbeispiel
die Struktur von CA XII ausgehend von der Aminosa¨uresequenz vorhergesagt wurde.
Fu¨r CA XII ist eine Kristallstruktur charakterisiert (PDB-Code: 1jd0). Als Templat-
strukturen wurden die Kristallstrukturen von CA I, II, III, IV und V verwendet (Tab.
4.13). Das Sequenzalignment wurde zuna¨chst mit ClustalW9 durchgefu¨hrt. Anschlie-
ßend wurde aufgrund dieses Sequenzalignments das Homologiemodell von CA XII mit
MODELLER erstellt und mit der Kristallstruktur (PDB-Code: 1jd0) verglichen. Nach
der erfolgreichen Erstellung des Homologiemodells von CA XII wurden die Aminosa¨u-
resequenzen der u¨brigen Isoenzyme der SWISS-PROT Datenbank10 entnommen und
die Proteinstrukturen aller 14 α-CA des Menschen auf der Basis der charakterisierten
Kristallstrukturen vorhergesagt. Zusa¨tzlich zu den fu¨nf Isoenzymen, die in dem oben
beschriebenen Validierungsbeispiel als Template dienten, wurde nun auch die Kristall-
struktur von CA XII den Proteintemplaten hinzugefu¨gt und fu¨r die Modellierung der
14 α-CA verwendet.
Abb. 4.13 zeigt das Sequenzalignment, dass mit ClustalW fu¨r die 14 humanen CA
erhalten und fu¨r die Homologiemodellierung verwendet wurde11. In Abb. 4.14 sind
die u¨berlagerten Kristallstrukturen und Homologiemodelle dargestellt. Die generierten
Homologiemodelle besitzen das gleiche Faltungsmuster wie die bekannten Kristallstruk-
turen (Abb. 4.12).
9http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
10Datenbank mit Aminosa¨uresequenzen, http://www.expasy.org/sprot
11Abbildung erstellt mit ESPrint 2.2, http://www.expasy.org/tools
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Abb. 4.13: Sequenzalignment der 14 humanen CA-Isoenzyme. Zusa¨tzlich sind die Aminosa¨uresequen-
zen des Rattenenzyms fu¨r CA III (1flj) und der Maus fu¨r CA V (1dmy) angegeben. Fu¨r die
ersten sechs Sequenzen (1azm (CA I), 1cil (CA II), 1flj (CA III), 1znc (CA IV), 1dmy (CA
V), 1jcz (CA XII)) sind die Kristallstrukturen aufgekla¨rt, fu¨r die restlichen elf Isoenzyme
(CA III - CA XIV) wurden Homologiemodelle erstellt (siehe Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: U¨berlagerung der elf Homologiemodelle von CA III, CA VA, CA VB, CA VI, CA VII, CA
VIII, CA IX, CA X, CA XI, CA XIII und CA XIV. Die generierten Homologiemodelle
besitzen das gleiche Faltungsmuster wie die bekannten Kristallstrukturen (Abb. 4.12). Ei-
ne zum Lo¨sungsmittel gerichtete Schleifenregion, wie sie fu¨r die Kristallstruktur von CA
IV (Abb. 4.12, cyan) beobachtet wurde, wurde fu¨r keines der erstellten Homologiemodell
erhalten.
4.2.3 Auswertung selektiver Bereiche fu¨r CA IX
Die Kristallstrukturaufkla¨rung von CA IX erweist sich als sehr schwierig, da dieses
Isoenzym mit der Membran verankert ist (siehe Kap. 3.4.6, Abb. 3.7). Da CA IX in
zahlreichen Tumorzellen exprimiert wird und eine Beeinflussung des Tumorwachstums
durch CA IX diskutiert wird, stellt die Homologiemodellierung eine Mo¨glichkeit dar,
Hinweise fu¨r die strukturbasierte Entwicklung von selektiven CA IX-Inhibitoren zu
erhalten. Das Homologiemodell der CA-Doma¨ne von CA IX zeigt den gleichen struk-
turellen Aufbau wie CA II12 mit einem zehnsta¨ngigen β-Faltblatt als dominierendes
Strukturfragment (Abb. 4.14). Entscheidende Unterschiede sind an den Positionen 65,
67, 69, 131 und 132 zu beobachten (Abb. 4.15).
12die Sequenzidentita¨t von CA IX zur humanen CA II betra¨gt 33 %
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Abb. 4.15: Homologiemodell der CA-Doma¨ne der humanen CA IX. Dargestellt sind Seitenkettenrot-
amere von ausgewa¨hlten Aminosa¨uren aus zehn Homologiemodellen der CA IX (blau) zu-
sammen mit einer Kristallstruktur von CA II (gelb). Fu¨r die Entwicklung von selektiven
Inhibitoren ko¨nnen Aminosa¨uren in CA IX (Ser65, Gln67, Thr69, Val131, Asp132), die
sich von denen in CA II unterscheiden, mit funktionellen Liganden-Gruppen adressiert
werden. Die Aminosa¨uren, die in CA II und CA IX identisch sind, sind durch einen Kas-
ten eingerahmt.
Da die Konformationen von Aminosa¨urenseitenketten selbst bei hoher Sequenzidenti-
ta¨t zwischen zwei Proteinen nicht eindeutig modelliert werden ko¨nnen, werden mehrere
Homologiemodelle betrachtet, bei denen unterschiedliche Seitenkettenkonformationen
generiert wurden. Die Aminosa¨uren an den Positionen 65, 67, 69, 131 und 132 in CA II
(Ala65, Asn67, Glu69, Phe131, Gly132) sind in CA IX gegen Ser65, Glu67, Thr69,
Val131 und Asp132 ausgetauscht. Durch die Val131-Substitution (in CA II: Phe131)
ist die Bindetasche in CA IX weiter geo¨ffnet, so dass spezifische Inhibitoren mit ste-
risch anspruchsvolleren Gruppen in diesem Bereich zumindest die Affinita¨t fu¨r CA IX
erho¨hen sollten. Gleichzeitig ist Asp132 in CA IX fu¨r eine Wechselwirkung mit Donor-
gruppen der Liganden zuga¨nglich. Ob Asp132 in CA IX zur Bindetasche exponiert ist,
wie es durch die hier modellierten Homologiemodell angedeutet wird, oder ob Asp132
aus der Bindetasche heraus steht, la¨ßt sich nur schwer abscha¨tzen. Lediglich Affinita¨ts-
daten von Verbindungen mit entsprechend modifizierten funktionellen Gruppen, die
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direkt die Sa¨uregruppe von Asp132 adressieren, ko¨nnen eine solche Vermutung besta¨ti-
gen. In diesem Fall sollte eine Wechselwirkung zu Asp132 mit einer Affinita¨tssteigerung
hinsichtlich CA IX im Vergleich zum Beispiel zu CA II einhergehen. Eine endgu¨ltige
Besta¨tigung dieser Vermutung kann aber letztendlich nur die Kristallstruktur von CA
IX liefern.
4.3 Abscha¨tzung des Bindungsmodus von
CA-Inhibitoren
4.3.1 Anwendung von Dockingprogrammen zur Bestimmung
des Bindungsmodus
Ist die Struktur eines Zielproteins bekannt, ko¨nnen im rationalen Wirkstoff-Design
Docking-Methoden angewendet werden, um Liganden in Bindetaschen zu platzieren.
Zuna¨chst sollte ein Dockingprogramm den Bindungsmodus der Liganden, das heißt
die Position und Konformation des Liganden, die wa¨hrend der Bindung an den Re-
zeptor experimentell beobachtet werden, korrekt approximieren. Erst nach einer kor-
rekten Platzierung der Liganden in der Bindetasche ist eine Abscha¨tzung der Bin-
dungsaffinita¨t der gedockten Lo¨sung mit Hilfe einer Bewertungsfunktion (engl. sco-
ring function) sinnvoll. Die im Wirkstoff-Design verwendeten Dockingprogramme un-
terscheiden sich in dem fu¨r die Platzierung der Liganden verwendeten Platzierungs-
und Optimierungsalgorithmus. In einigen Programmen wird der Ligand in der Bin-
detasche inkrementell aufgebaut (FlexX, Dock4.0), andere verwenden eine Monte-
Carlo/Simulated-Annealing-Optimierung (AUTODOCK) oder einen genetischen Al-
gorithmus (GOLD, AUTODOCK) fu¨r die Platzierung [Goodsell & Olson, 1990; Jo-
nes et al., 1995b; Morris et al., 1996; Rarey et al., 1996; Ewing, 1998]. Fu¨r die Be-
wertung der Docking-Ergebnisse werden unter anderem Kraftfeld-basierte (AMBER,
CHARMM), empirische (AUTODOCK 3.0) und wissensbasierte Bewertungsfunktio-
nen (DrugScore) verwendet [Brooks et al., 1983; Weiner et al., 1984; Morris et al.,
1998; Gohlke et al., 2000a]. Das Problem der korrekten Vorhersage des Bindungsmo-
dus und die auftretenden Probleme in der korrekten Abscha¨tzung der Bindungsaffinita¨t
wurde bereits ausfu¨hrlich in der Literatur beschrieben [Sotriffer et al., 2003a,b].
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In der vorliegenden Arbeit wurde fu¨r das Platzieren der Liganden in der Binde-
tasche von CA II das Programm AUTODOCK 3.0 verwendet. AUTODOCK 3.0
greift fu¨r die Repra¨sentation der Bindetasche auf ein dreidimensionales Gitter zuru¨ck.
An jedem Gitterpunkt werden fu¨r Sondenatome eines bestimmten Atomtyps van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit den Atomen in der Bindetasche unter Verwendung des
12,6-Lennard-Jones-Potentials berechnet. Zu einem zweiten analogen Gitter werden die
elektrostatischen Eigenschaften anhand des Coulomb-Potentials abgelegt. Fu¨r jeden
Atomtyp werden so an jedem Gitterpunkt Potentialwerte erhalten, die zusammen die
physikochemischen Eigenschaften der Bindetasche repra¨sentieren und ein
”
Potential-
feld“ darstellen. Die Liganden13 werden in diese Potentialfelder platziert und bezu¨glich
Orientierung und Konformation optimiert, so dass eine mo¨glichst gu¨nstige (maximal ne-
gative) Wechselwirkungsenergie resultiert. Die in AUTODOCK 3.0 verwendeten van-
der-Waals- und Coulombterme beruhen auf dem AMBER-Kraftfeld; sie wurden bei
der Entwicklung des Programms durch Kalibrierung an 30 Protein-Ligand-Komplexen
bekannter Affinita¨t mit Gewichtsfaktoren versehen und um einen Solvatations- und
Entropieterm (abha¨ngig von der Anzahl rotierbarer Bindungen) erga¨nzt. Fu¨r die glo-
bale Optimierung an sich wurde der in AUTODOCK 3.0 implementierte Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA) verwendet [Morris et al., 1998].
4.3.2 Docking von CA-Inhibitoren an CA II
Fu¨r die Struktur-basierte Wirkstoffentwicklung ist die richtige Vorhersage der Bin-
dungsgeometrie einer potentiellen Leitstruktur oder eines Inhibitors von großer Bedeu-
tung. Liegen keine Kristallstrukturen von a¨hnlichen Verbindungen im Komplex mit dem
Enzym vor, ko¨nnen diese Verbindungen mit Dockingprogrammen in der Bindetasche
platziert und anhand der gedockten Lo¨sungen der Bindungsmodus abgescha¨tzt werden.
Werden fu¨r die gleiche oder strukturell a¨hnliche Verbindung mehrere Bindungsmodi er-
halten, zum Beispiel bei unterschiedlichen pH-Werten der Kristallisation [Stubbs et al.,
2002], stellt die korrekte Vorhersage dieser unterschiedlichen Bindungsgeometrien eine
besondere Herausforderung fu¨r bestehende Dockingprogramme dar. Vor kurzem sind
zwei CA-Inhibitoren (Topiramat 14 und RWJ3794714 104) im Komplex mit CA II
aufgekla¨rt worden [Recacha et al., 2002; Casini et al., 2003], die CA II im nanomolaren
Bereich hemmen (Tab. 4.15).
13partielle Atomladungen der Verbindungen wurden nach Gasteiger-Marsili berechnet
14im Folgenden nur RWJ genannt
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Tab. 4.15: Bindungsaffinita¨ten von Topiramat und RWJ37947 fu¨r CA II.
Nr. Struktur Inhibitor Ki CA II [nM] pKi CA II
14 Topiramat 5 8.30
104 RWJ37947 36 7.44
Beide Verbindungen besitzen eine Sulfamat-Gruppe, die an das Zinkion koordiniert.
Die Strukturen unterscheiden sich lediglich im Ringsystem. In der RWJ-Verbindung
104 ist eine Isopropyliden-Gruppe durch ein zyklisches Sulfat ersetzt. U¨berraschender-
weise weisen diese beiden strukturell sehr a¨hnlichen Zucker-Derivate zwei unterschied-
liche Bindungsgeometrien in CA II auf. Die Kristallstruktur von Topiramat in CA
II [Casini et al., 2003] zeigt, dass der Sulfamatanker mit dem Stickstoffatom an das
Zinkion koordiniert und u¨ber ein Sulfonyl-Sauerstoffatom eine H-Bru¨cke mit Thr199
ausbildet (Abb. 4.16, links). Weitere H-Bru¨cken werden mit Asn62, Gln92 und einem
Wassermoleku¨l geformt, das wiederum eine H-Bru¨cke mit Thr200 eingeht. Thr200 bil-
det außerdem eine H-Bru¨cke mit dem Sauerstoffatom des sechsgliedrigen Ringes des
Liganden. RWJ zeigt im Gegensatz zu Topiramat einen anderen Bindungsmodus. Die
Sulfamat-Gruppe koordiniert ebenfalls an das Zinkion, aber das Ringsystem in RWJ
ist, verglichen mit dem von Topiramat um ca. 180 ° gedreht und zeigt mit der zykli-
schen Sulfat-Gruppe in eine hydrophobe Tasche (Leu198, Pro202, Phe131) (Abb. 4.16,
rechts). Im Gegensatz zum Bindungsmodus von Topiramat bildet das Ringsystem in
RWJ keine weiteren H-Bru¨cken mit dem Protein aus.
Obwohl beide Verbindungen strukturell sehr a¨hnlich erscheinen, werden in den Kris-
tallstrukturen dieser Verbindungen unterschiedliche Bindungsgeometrien beobachtet.
In dieser Arbeit wurde das Dockingprogramm AUTODOCK 3.0 verwendet, um die
unterschiedlichen Bindungsgeometrien zu untersuchen und
”
retrospektiv“ vorherzusa-
gen.
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Abb. 4.16: Bindungsmodus von Topiramat (links) und RWJ (rechts, PDB-Code: 1eou) in CA II. Die
Kristallstruktur von Topiramat im Komplex mit CA II wurde von Casini et. al freundli-
cherweise zur Verfu¨gung gestellt.
Fu¨r die Validierung des Docking-Ansatzes wurden neben den zwei Sulfamat-Derivaten
14 und 104 (PDB-Code:1eou) zusa¨tzlich vier klassische CA-Inhibitoren ausgewa¨hlt
(Acetazolamid 8 (1azm), Dorzolamid 12 (1cil), Brinzolamid 13 (1a42), D 01 50
(1czm)), deren Kristallstrukturen im Komplex mit einem Isoenzym der CA aufge-
kla¨rt wurden. Die Kristallstruktur von Topiramat im Komplex mit CA II wurde von
Casini et al. freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt [Casini et al., 2003]. Wie in Kap.
4.1.2 beschrieben, wurden die Kristallstrukturen u¨berlagert, wobei fu¨r drei Komplexe
die
”
in“-Konformation fu¨r His64 beobachtet wurde (1azm, 1czm, 1eou), fu¨r die drei
anderen Komplexe (1a42, 1cil, Topiramat) hingegen die
”
out“-Konformation. Um einen
gro¨ßtmo¨glichen Raum fu¨r die Ligandenplatzierung zu gewa¨hrleisten, wurde die Kris-
tallstruktur 1cil mit der
”
out“-Konformation von His64 fu¨r das Docking ausgewa¨hlt.
Alle Wassermoleku¨le und der gebundene Ligand wurden aus der Bindetasche entfernt
und polare Wasserstoffatome, AMBER-Partialladungen und Solvatationsparameter der
Proteinstruktur zugewiesen. Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden
nach Gasteiger-Marsili berechnet, wobei dem Stickstoffatom der Sulfonamid-Gruppe
die Formalladung -1 zugewiesen wurde. Das Zinkion wurde mit einer expliziten Ladung
+2 versehen; die Lennard-Jones-Parameter orientierten sich am van-der-Waals-Radius
des Zink15 und der Potentialtiefe vergleichbarer Ionen im AMBER-Kraftfeld. Bei der
15 http://www.scripps.edu/pub/olson-web/doc/autodock/parameters.html
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Tab. 4.16: Docking-Ergebnisse zur Vorhersage des Bindungsmodus. Die Liganden wurden mit
AUTODOCK 3.0 flexibel in die Bindetasche (1cil) platziert, wobei 100 Lo¨sungen ins-
gesamt pro Beispiel berechnet wurden.
Inhibitor Clustera Clusterb Clusterc Energied RMSD [A˚] zur
Rang Population [kcal/mol] Kristallstruktur
Acetazolamid Top Cluster 1 11 -7.30 4.38
8 Gro¨ßter Cluster 7 50 -6.90 1.23
Dorzolamid Top Cluster 1 6 -8.61 3.55
12 Gro¨ßter Cluster 4 60 -8.45 0.54
Brinzolamid Top Cluster 1 1 -9.86 3.87
13 Gro¨ßter Cluster 2 32 -9.71 1.34
Topiramat Top Cluster 1 71 -8.46 1.34
14 Gro¨ßter Cluster 1 71 -8.46 1.34
RWJ Top Cluster 1 1 -8.40 4.20
104 Gro¨ßter Cluster 5 81 -7.95 0.54
D 01 Top Cluster 1 4 -6.57 4.74
50 Gro¨ßter Cluster 2 78 -6.52 1.48
ader ”Top Cluster“ stellt den Cluster dar, der den gu¨nstigsten (maximal negativen) Energiebetrag
fu¨r eine gedockte Lo¨sung entha¨lt; bdie gesamte Anzahl an Clustern, die erhalten wurden, waren 13
(Acetazolamid), 5 (Dorzolamid), 14 (Brinzolamid), 11 (Topiramat), 9 (RWJ) und 5 (D 01); cdie
Clustergro¨ße gibt die Anzahl an, wie oft dieser Cluster unter den 100 Lo¨sungen angetroffen wurde;
dder Energiebetrag der besten Lo¨sung des Clusters ist angegeben.
Erstellung der Potentialfelder wurde eine Gitterweite von 1 A˚ verwendet, fu¨r den
Dockingprozess wurden Standardparameter angesetzt (siehe Anhang Kap. 7.2) und
der Ligand flexibel in die Bindetasche platziert. Fu¨r die Bewertung der Ergebnisse
wurde der RMSD-Wert zwischen gedockter Lo¨sung und Kristallstruktur, sowie der
Energiewert der gedockten Lo¨sung, der durch die Bewertungsfunktion erhalten wurde,
herangezogen.
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In Tab. 4.16 sind die Docking-Ergebnisse aufgelistet. Angegeben ist der erste Rang
innerhalb des energiegu¨nstigsten Clusters (
”
Top-Cluster“)16, der erste Rang innerhalb
des gro¨ßten Clusters, die korrespondierende Anzahl an gedockten Lo¨sungen pro Cluster,
der Energiewert des besten Ranges im Cluster und der RMSD-Wert der besten Lo¨sung
des Clusters relativ zur Kristallstruktur.
Eine Docking-Lo¨sung mit einem RMSD-Wert < 2 A˚ im Vergleich zur Kristallstruk-
tur wird als
”
gute“ Docking-Lo¨sung angesehen. Die Ergebnisse fu¨r Topiramat ausge-
nommen, liegen alle RMSD-Werte fu¨r die erste Lo¨sung u¨ber 3.5 A˚, gleichzeitig ist
die Gro¨ße der entsprechenden Cluster allerdings sehr klein (< 11, Tab. 4.16). Werden
die Docking-Lo¨sungen fu¨r den gro¨ßten Cluster einer Auswahl zugrunde gelegt, sind
alle RMSD-Werte unter 1.4 A˚. Nach diesem Kriterium werden die besten Ergebnisse
fu¨r Dorzolamid und RWJ erhalten, mit einem RMSD-Wert von 0.54 A˚ fu¨r die beste
Lo¨sung des gro¨ßten Clusters. Ein Vergleich der Energiewerte der besten Lo¨sung des
”
Top-Clusters“ und der besten Lo¨sung des gro¨ßten Clusters zeigt, dass die Energiedif-
ferenzen teilweise sehr klein sein ko¨nnen (< 0.46 kcal/mol). Die geringe Differenz in
den Energiewerten zeigt, dass die in AUTODOCK 3.0 implementierte Bewertungs-
funktion nicht signifikant zwischen den hier erhaltenen Bindungsgeometrien des
”
Top
Clusters“ und des am sta¨rksten populierten Clusters unterscheiden kann. In Abb. 4.17
sind die besten Lo¨sungen des gro¨ßten Clusters fu¨r die in Tab. 4.16 aufgelisteten sechs
CA-Inhibitoren dargestellt. Die Konformation, die in der Kristallstruktur beobachtet
wird, ist gru¨n eingefa¨rbt.
16der Top Cluster stellt den Cluster dar, der den gu¨nstigsten Energiebetrag fu¨r eine gedockte Lo¨sung
entha¨lt
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Abb. 4.17: Docking-Lo¨sungen der sechs getesteten CA-Inhibitoren. Dargestellt sind die besten Lo¨sun-
gen des am ha¨ufigsten populierten Clusters und die ensprechenden Bindungsmoden der
Verbindungen in ihrer Kristallstruktur (gru¨n). Die RMSD-Werte zur Kristallstruktur sind
1.23 A˚ fu¨r Acetazolamid (oben links), 0.54 A˚ fu¨r Dorzolamid (oben rechts), 1.34 A˚ fu¨r Brin-
zolamid (Mitte links), 1.48 A˚ fu¨r das Phenylsulfonamid D 01 (Mitte rechts), 1.34 A˚ fu¨r
Topiramat (unten links) und 0.54 A˚ fu¨r die RWJ-Verbindung (unten rechts).
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Wie aus Abb. 4.17 und Tab. 4.16 deutlich wird, werden bei einer Orientierung an der
Clustergro¨ße die Bindungsgeometrien der CA-Inhibitoren korrekt vorhergesagt (RMSD
< 1.4 A˚). Erfreulicherweise ist der in AUTODOCK 3.0 implementierte Algorithmus
ausserdem in der Lage, die unterschiedlichen Bindungsgeometrien von Topiramat und
RWJ, zwei sehr a¨hnlich erscheinende Verbindungen, korrekt vorherzusagen. So konn-
te im jeweils am ha¨ufigsten populierten Cluster der Bindungsmodus von Topiramat
und der RWJ-Verbindung korrekt vorhergesagt werden. Die beobachtete Clustergro¨-
ße spiegelt indirekt die Form bzw. Gestalt der Energieoberfla¨che wider. Dabei wird
angenommen, dass die am besten zuga¨nglichen und vermutlich am deutlichsten aus-
gepra¨gten lokalen Minima auch den wahrscheinlichsten Geometrien entsprechen. Die
Einfu¨hrung eines
”
Ha¨ufigkeits-Faktors“ [Sotriffer et al., 1996], der die Clustergro¨ße mit
beru¨cksichtigt, ko¨nnte demnach nu¨tzlich fu¨r das Ranking der gedockten Lo¨sungen sein.
Mit der automatisierten Platzierung ausgewa¨hlter CA-Inhibitoren in der Bindetasche
von CA II konnte gezeigt werden, dass es mo¨glich ist, den Bindungsmodus dieser Ver-
bindungen vorherzusagen (RMSD zur Kristallstruktur < 2 A˚). Dieses Verfahren kann
nun genutzt werden, um mit geringem Rechenaufwand den Bindungsmodus von po-
tentiell neuen CA-Inhibitoren abzuscha¨tzen, deren Kristallstrukturaufkla¨rung sich als
schwierig erweist. Nach einer Durchmusterung von Datenbanken bzw. einer intensiven
Literatursuche (siehe Kap. 4.3.3) ko¨nnen zum Beispiel interessante neue Leitstrukturen
in die Bindetasche platziert werden, die durch Adressierung von Aminosa¨uren in der
Bindetaschen durch geeignete funktionelle Liganden-Gruppen optimiert werden ko¨n-
nen. Werden die vorgeschlagenen optimierten Verbindungen in der biochemischen Tes-
tung durch eine erho¨hte Bindungsaffinita¨t besta¨tigt, ko¨nnen die gewonnenen Erkennt-
nisse wieder in die weitere Optimierung mit einfließen. Die Kristallstrukturaufkla¨rung
des Liganden zusammen mit dem betreffenden Enzym (hier CA II) sollte jedoch im-
mer als abschließende Besta¨tigung der Docking-Ergebnisse herangezogen werden und
in die weitere Struktur-basierte Entwicklung mit einfließen, da durchaus unerwartete
A¨nderungen auf Seiten des Proteins auftreten ko¨nnen (zum Beispiel Rotationen von
Aminosa¨ureseitenketten oder ein Umklappen der Hauptkette [Brenk, 2002; Brenk et al.,
2003]). Eine weitere Herausforderung stellt die richtige Abscha¨tzung der Bindungsaffi-
nita¨t der platzierten Liganden dar, die in Kap. 4.3.4 na¨her beschrieben wird.
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4.3.3 Durchmusterung von Datenbanken nach potentiellen
neuen Wirkstoffen
Untersuchungen von Kristallstrukturen in der PDB und Affinita¨tsdaten von CA-
Inhibitoren belegen, dass fu¨r eine Hemmung der CA eine terminale Sulfonamid-Gruppe
essentiell ist. Auf der Suche nach potentiellen neuen Wirkstoffen/Leitstrukturen fu¨r CA
wurde die Protein Data Bank (PDB) nach prima¨ren Sulfonamid-Gruppen durchsucht.
Bei der Suchanfrage wurde als das an die prima¨re Sulfonamid-Gruppe angrenzende
Atom ein aliphatisches oder aromatisches Kohlenstoff-(-C-SO2NH2), ein Stickstoff-(-N-
SO2NH2) oder ein Sauerstoffatom (-O-SO2NH2) verlangt. Ziel dieser Durchsuchung ist
es prima¨re Sulfonamide zu
”
entdecken“, die bislang nicht als CA-Inhibitoren bekannt
sind, bzw. die in einem anderen therapeutischen Indikationsgebiet eingesetzt werden
als CA-Inhibitoren, aber durch das Vorhandensein einer prima¨ren Sulfonamid-Gruppe
durchaus Isoenzyme der CA hemmen ko¨nnten.
Fu¨r die Suche wurdeReLiBase verwendet, eine Rezeptor-Ligand-Datenbank (Recep-
tor-Ligand-Database), die Rezeptor-Ligand-Komplexe aus der PDB entha¨lt. Fu¨r eine
Liganden-Substruktursuche wurde ein Smiles-Code17 verwendet (S((=O)(=O))[NH2]).
Unter den 70 aufgefundenen Treffern18 waren 60 Kristallstrukturen von Isoenzymen der
CA enthalten. Zehn Protein-Ligand-Komplexe wurden mit einer prima¨ren Sulfonamid-
Gruppe gefunden, die nicht mit einer CA komplexiert sind (Tab. 4.17). Eine Verbin-
dung wurde sogar in zwei Strukturen derCOX2 gefunden (PDB-Code: 1cx2, 6cox). Bei
der Suchanfrage war jedoch eine Kreuzreaktivita¨t zwischen CA und COX2-Hemmern
bereits bekannt. Diese Kreuzreaktivita¨t wird in Kap. 5.3 na¨her beschrieben. Drei Inhi-
bitoren (105 - 107) wurden im Komplex mit Cyclin-abha¨ngigen Kinasen (Cyclin
Dependent Kinase, CDK) aufgekla¨rt (PDB-Codes: 1fvt, 1h1s, 1jsv). CDKs greifen
regulatorisch in den Zellzyklus ein und sind fu¨r das Wachstum und die Differenzierung
von Zellen verantwortlich. Sie werden durch sogenannte Cycline aktiviert und ko¨nnen
durch das Anha¨ngen einer Phosphatgruppe an ihre Substrate als
”
Schalter“ dienen und
somit eine enzymatische Aktivita¨t an- oder abschalten und unterschiedliche Prozesse
des Zellzyklus einleiten [Pavletich, 1999]. In eukaryotischen Zellen sind verschiedene
Isoenzyme der CDK vorhanden, die in unterschiedliche Stadien des Zellzyklus ein-
greifen. Die Inhibitoren der CDK2 konkurrieren mit ATP (Adenosin-Tri-Phosphat)
um die ATP-Bindestelle und fu¨hren dadurch zu einer Hemmung des Enzyms. Bei
17das heißt eine eindimensionale Repra¨sentation der Substruktur
18Stand: 01.03.04
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der Entwicklung der Verbindung 106 wurde beobachtet, dass die Einfu¨hrung eines
aromatischen Ringes an das Purin-Grundgeru¨st und einer Sulfonamid-Gruppe in para-
Position des Aromaten die Affinita¨t dieser Verbindungen 1000-fach erho¨hte [Davies
et al., 2002]. Die Kristallstruktur zeigt, dass die Sulfonamid-Gruppe in eine
”
Spezi-
fita¨tstasche“ zeigt und zwei H-Bru¨cken zu Asp86 eingeht, was die erho¨hte Affinita¨t
zumindest zum Teil erkla¨ren ko¨nnte. Ferner wurde beobachtet, dass die Einfu¨hrung
der Sulfonamid-Gruppe zu einer selektiven Inhibition von CDK1 und CDK2 gegenu¨ber
CDK4 fu¨hrt. Eine Testung an 28 ausgewa¨hlten Kinasen zeigte, dass im Gegensatz zu
CDK1 und CDK2 ein Großteil der Kinasen nicht bzw. nur schwach gehemmt wurden
[Davies et al., 2002]. Eine Wechselwirkung dieser Sulfonamide mit CA ist derzeit nicht
bekannt. Der hemmende Effekt dieser Verbindungen auf das Zellwachstum ko¨nnte zu-
sa¨tzlich zur CDK-Inhibition ebenfalls durch eine Hemmung von Isoenzymen der CA
hervorgerufen werden, die die Zellteilung und -differenzierung beeinflussen (siehe Kap.
3.4).
Des Weiteren wurde der Komplex eines Sulfonamids 108 mit dem Enzym Dihy-
dropteroatsynthase (DHPS) aus E.coli in der PDB gefunden [Achari et al., 1997].
DHPS ist an der Folsa¨uresynthese beteiligt, indem es para-Aminobenzoesa¨ure in Vorstu-
fen der Folsa¨ure einbaut und zu Dihydropteroat umsetzt. In weiteren Schritten entsteht
Dihydrofolsa¨ure, die durch das Enzym Dihydrofolsa¨ure-Reduktase (DHFR) zur aktiven
Tetrahydrofolsa¨ure (THF) umgesetzt wird. THF wird als Lieferant von C1-Bausteinen
bei der Umsetzung von Desoxyuridylat zu Thymidylat durch die Thymidylat-Synthase
beno¨tigt. Zellen mit einer hohen Zellteilungsrate brauchen besonders viel Thymi-
dylat zur DNA-Synthese. Sulfonamide hemmen DHPS, da sie als Substrat-Analoga
mit para-Aminobenzoesa¨ure um die Bindestelle der DHPS konkurrieren und dadurch
die Synthese von Dihydrofolsa¨ure unterbinden. Sulfonamide wirken demnach bakte-
riostatisch, da Bakterien keine Folsa¨ure aus der Umgebung aufnehmen ko¨nnen. Sul-
fonamide waren die ersten gut wirksamen Chemotherapeutika, werden aber wegen des
ha¨ufigen Auftretens resistenter Keime heute selten eingesetzt. Weitere Verbindungen
mit einer Sulfonamid-Gruppe wurden im Komplex mit einem Glutamat-Rezeptor
und Phenylethanolamin-N-Methyl-Transferase (PNMT), einem Enzym, das
an der Adrenalin-Synthese beteiligt ist, gefunden. Die Verbindung 110 moduliert
als allosterischer Effektor den Glutamat-Rezeptor, indem sie die Desensibilisierung
blockiert. PNMT katalysiert die Umsetzung von Noradrenalin zu Adrenalin im Zen-
tralen Nervensystem (ZNS), so dass durch eine Hemmung von PNMT die Adrenalin-
Konzentrationen herabgesetzt werden. Da Adrenalin unter anderem den Blutdruck er-
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Tab. 4.17: Eintra¨ge in der PDB fu¨r weitere Proteinstrukturen (außer CA), die einen Liganden mit
einer Sulfonamid-Gruppe besitzen.
Nr. Struktur PDB-Code Enzym Referenz
105 1fvt CDK2a [Davis et al., 2001]
106 1h1s CDK2 [Davies et al., 2002]
107 1jsv CDK2 [Clare et al., 2001]
108 1aj0
Dihydropteroat-
synthase
[Achari et al., 1997]
109 1hnn
Phenylethanolamin-N-
methyltransferase
[Martin et al., 2001]
110 1lbc Glutamat Rezeptor 2 [Sun et al., 2002]
aCDK2 = cyclin dependent kinase 2
ho¨ht, kann durch den Einsatz von PNMT-Inhibitoren eine blutdrucksenkende Wirkung
erreicht werden. Die Verbindung 109 inhibiert zwar PNMT in vitro im nanomolaren
Bereich (Ki = 580 nM), interagiert aber aufgrund der geringen Penetrationsfa¨higkeit
durch die Blut-Hirn-Schranke nicht mit PNMT im ZNS und fu¨hrt demnach auch zu
keiner Blutdrucksenkung in vivo. Die Kristallstruktur dieses Inhibitors zeigt jedoch,
dass der Inhibitor 109 u¨ber die Sulfonamid-Gruppe mit einer Lysinseitenkette in
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der Bindetasche interagiert (PDB-Code: 1hnn). Ob klassische CA-Inhibitoren, die die
Blut-Hirnschranke u¨berwinden ko¨nnen, ebenfalls mit PNMT interagieren, ist zur Zeit
nicht bekannt. Jedoch sollte bei der Entwicklung von lipophilen CA-Inhibitoren eine
mo¨glich Wechselwirkung mit PNMT im ZNS beru¨cksichtigt werden, um potentielle
unerwu¨nschte Nebenwirkungen zu vermeiden.
Des Weiteren wurden in einer intensiven Literaturrecherche19 nach Verbindungen
mit einer prima¨ren Sulfonamid-Gruppe gesucht, die als potentielle neue Leitstrukturen
fu¨r die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren dienen ko¨nnen. Die aufgefunden Treffer
sind in Tab. 4.18 aufgelistet. Diese Verbindungen werden in unterschiedlichen therapeu-
tischen Indikationsgebieten eingesetzt und ko¨nnen durch die vorhandene Sulfonamid-
Gruppe CA hemmen.
Tab. 4.18: Verbindungen aus der Literatur, die eine prima¨re Sulfonamid-Gruppe besitzen.
111 112 113 114
115 116 117 118
In der Literatur wurden Verbindungen mit cytostatischer Wirkung 111, das H2-
Antihistaminikum Famotidin 112, Virustatika wie 113, das Antidepressivum Sulpirid
114 und Inhibitoren der Steroid-Sulfatase (STS) (115, 116, 117) gefunden [Kleymann
et al., 2002; Winum et al., 2003; Abbate et al., 2004]. Alle diese Verbindungen ko¨nn-
ten aufgrund der vorhandenen Sulfonamid- bzw. Sulfamat-Gruppe Isoenzyme der CA
hemmen. Durch eine mo¨gliche Wechselwirkung mit CA ko¨nnen auftretende Nebenwir-
kungen dieser Verbindungen eventuell erkla¨rt werden. Wenn eine CA-Hemmung des
Weiteren belegt werden kann, ko¨nnten diese Verbindungen auch in Indikationsgebieten
von CA-Inhibitoren eingesetzt werden. Die inhibitorische Wirkung der Verbindung 118
19Hunnius, pharmazeutische Zeitschriften, http://www.pubmed.org
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an CA II wurde bereits beschrieben [Gru¨neberg, 2000], aufgrund des a¨hnlichen Grund-
geru¨stes zu einem Cyclooxygenase-Inhibitor (siehe Kap. 5) wurde diese Verbindung
bestellt und an Isoenzymen der CA erneut getestet.
Zu den interessanten Verbindungen geho¨ren die Sulfamat-Derivate (115, 116), die
eine Hemmung der Steroid-Sulfatase (STS, EC 3.1.6.2) hervorrufen [Nussbaumer
et al., 2003; Purohit et al., 2003]. STS ist an der Synthese von Estrogenen im mensch-
lichen Ko¨rper beteiligt. Sie wird unter anderem in der Plazenta und der Brust synthe-
tisiert, und es wird vermutet, dass STS bei Frauen fu¨r die Estrogenbildung nach den
Wechseljahren verantwortlich ist und ein wesentlicher Faktor fu¨r hormonell beding-
ten Brustkrebs darstellt [MacCarthy-Morrogh, 2000; Hernandez-Guzman et al., 2003;
Purohit et al., 2003; Woo et al., 2003]. Die Kristallstruktur der STS zeigt, dass das
Enzym u¨ber hydrophobe Helixbereiche (40 A˚ lang) mit der Membran des endoplas-
matischen Retikulums (ER) verknu¨pft ist (PDB-Code: 1p49). Die STS katalysiert die
Hydrolyse von Sulfatestern zu 3-Hydroxysteroiden. Die Sulfatester stellen die inaktive
Transportform der 3-Hydroxysteroide dar. Da Inhibitoren der STS [Woo et al., 1996;
Nussbaumer et al., 2002, 2003; Woo et al., 2003] die Synthese von Estrogen-Derivaten
hemmen, werden sie in der Behandlung von estrogen- und androgenabha¨ngigen Krank-
heiten eingesetzt (Brust-, Endometrium-, Prostatakrebs, androgene Alopezie, Akne)
[Nussbaumer & Billich, 2003].
Da diese Inhibitoren eine Sulfamat-Gruppe besitzen, die auch bei Topiramat 14,
einem potenten CA-Inhibitor (Ki CA II: 5 nM; [Casini et al., 2003]) vorhanden ist,
ist anzunehmen, dass diese Inhibitoren auch die CA hemmen ko¨nnen. Affinita¨tsdaten
und Docking-Studien an Isoenzymen der CA belegen, dass STS-Inhibitoren ebenfalls
Isoenzyme der CA hemmen [Ho et al., 2003; Vicker et al., 2003; Vullo et al., 2003;
Winum et al., 2003]. Die Expression der membrangebundenen Isoenzyme CA IX und
CA XII ist bei bestimmten Krebsformen erho¨ht. Wie bereits in Kap. 3.4.6 beschrieben,
wird vermutet, dass diese Isoformen einen gu¨nstigen Einfluss auf das Tumorwachstum
ausu¨ben, indem sie fu¨r einen sauren pH-Wert im extrazellula¨ren Milieu sorgen. Auch
eine Bereitstellung von Hydrogencarbonat fu¨r die Pyrimidin-Synthese ko¨nnte einen
gu¨nstigen Einfluss auf das Tumorwachstum haben [Ho et al., 2003]. Deshalb ko¨nnte der
wachstumshemmende Effekt mancher Sulfamat-Derivate teilweise auf einer Hemmung
der CA IX beruhen [Vullo et al., 2003; Winum et al., 2003]. Ob die wachstumshemmende
Wirkung mancher Sulfonamid-/Sulfamat-Inhibitoren der CA bei Brustkrebszellen auf
eine Hemmung der STS beruhen ko¨nnte, ist zur Zeit noch unklar.
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Eine Wechselwirkung der cytostatisch wirksamen Verbindung 111 mit CA wurde
zum Zeitpunkt der Literatursuche bereits mit Affinita¨tsdaten belegt und die Kristall-
struktur dieser Verbindung im Komplex mit CA II kurze Zeit spa¨ter vero¨ffentlicht
[Abbate et al., 2004]. Um die inhibitorische Aktivita¨t der Verbindungen 113 und 118
an Isoenzymen der CA zu belegen, wurde die Affinita¨t fu¨r CA I und CA II bestimmt.
Beide Verbindungen hemmen CA I und CA II im nanomolaren Bereich (siehe Tab.
4.19), und zeigen gleichzeitig, dass durch eine intensive Literatursuche erfolgreich na-
nomolare CA-Inhibitoren gefunden werden ko¨nnen.
Gleichzeitig wurden durch diese Suche in Datenbanken und in der Literatur pri-
ma¨re Sulfonamide gefunden, die mit anderen Enzymen als CA wechselwirken. Diese
Verbindungen ko¨nnen aufgrund der vorhandenen Sulfonamid-Gruppe mit CA inter-
agieren, so dass eventuell auftretende Nebenwirkungen dieser Verbindungen auf ei-
ner CA-Hemmung beruhen ko¨nnten. Ferner ko¨nnte eine Wechselwirkung mit CA sich
durchaus gu¨nstig auf die Behandlung bestimmter Krebsformen auswirken (Hemmung
von CDK, STS und CA), wa¨hrend bei der Entwicklung von CA-Inhibitoren die Wech-
selwirkung mit anderen Enzymen, die ebenfalls durch prima¨re Sulfonamide gehemmt
werden, beru¨cksichtigt werden muss (Tab. 4.17 und 4.18).
4.3.4 Abscha¨tzung der Affinita¨t von platzierten Verbindungen
Nach der erfolgreichen Vorhersage des Bindungsmodus von CA-Inhibitoren in CA II
(Kap. 4.3.2), kann in einem na¨chsten Schritt die Bindungsaffinita¨t der platzierten Ver-
bindungen abgescha¨tzt werden. Des Weiteren wurden die Verbindungen mit einer pri-
ma¨ren Sulfonamid-Gruppe, die in der PDB und in der Literatur gefunden wurden, mit
AUTODOCK in die Bindetasche von CA II platziert und die Bindungsaffinita¨t ab-
gescha¨tzt. Fu¨r diese Abscha¨tzung stehen verschiedene Bewertungsfunktionen zur Ver-
fu¨gung. In Tab. 4.19 sind die vorhergesagten Affinita¨ten der platzierten Verbindungen
mit bekannter Kristallstruktur (8, 12, 13, 14, 104, 50, Abb. 4.17) bzw. eine Auswahl
von in der Literatur gefundenen neuen potentiellen CA-Inhibitoren (111, 113, 115,
117, 118, Tab. 4.18) aufgelistet.
Angegeben sind die Bindungsaffinita¨ten, die mit der in AUTODOCK 3.0 imple-
mentierten Bewertungsfunktion und die durch die in Kap. 4.1.3 erstellten 3D-QSAR-
Modelle erhalten wurden. Es wurden ebenfalls zwei COX-Inhibitoren (Valdecoxib 128,
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Tab. 4.19: Abscha¨tzung der Bindungsaffinita¨t der platzierten Verbindungen fu¨r CA II mit der in
AUTODOCK 3.0 implementierten Bewertungsfunktion und der in Kap. 4.1.3 erstellten
3D-QSAR-Modelle. Fu¨r die Abscha¨tzung der Bindungsaffinita¨t wurden die platzierte Lo¨sung
mit dem gu¨nstigsten (maximal negativen) Energiebetrag aus dem am ha¨ufigsten populierten
Cluster verwendet. In den Klammern sind die Abweichungen der vorhergesagten Affinita¨ten
von den experimentellen Werten angegeben (pKi,act - pKi,pred).
Inhibitor CA II AutoDock AutoDock CoMFA CoMSIA
pKi,act Energie [kcal/mol] pKi,pred pKi,pred pKi,pred
Acetazolamid 7.92 -6.90 4.29 (3.63) 7.69 (0.23) 7.01 (0.91)
8
Dorzolamid 8.05 -8.45 5.55 (2.50) 7.17 (0.88) 7.78 (0.27)
12
Brinzolamid 8.49 -9.71 5.22 (3.27) 7.90 (0.59) 8.09 (0.40)
13
Topiramat 8.30 -8.46 5.00 (3.30) 7.91 (0.39) 8.56 (-0.26)
14
RWJ 7.44 -7.95 4.93 (2.51) 7.53 (-0.09) 7.72 (-0.28)
104
D 01 6.52 -6.52 4.50 (2.02) 7.26 (-0.74) 6.81 (-0.29)
50
111 7.82 -11.12 6.63 (1.19) 6.83 (0.99) 6.77 (1.05)
113 6.61 -7.30 6.08 (0.53) 7.84 (-1.23) 7.40 (-0.79)
115 8.00 -10.11 6.79 (1.21) 7.28 (0.72) 7.52 (0.48)
117 7.89 -10.11 6.68 (1.21) 7.12 (0.77) 7.23 (0.66)
118 7.68 -7.59 5.10 (2.58) 7.71 (-0.03) 7.16 (0.52)
128 7.37 -9.68 6.17 (1.20) 7.20 (0.17) 7.11 (0.26)
129 7.68 -8.88 5.59 (2.09) 8.08 (-0.40) 7.85 (-0.17)
Celecoxib 129, siehe Kap. 5.2, Abb. 5.3), die ebenfalls eine prima¨re Sulfonamid-Gruppe
besitzen und deren Wechselwirkung in Kap. 5.2 na¨her beschrieben wird, in die Binde-
tasche von CA II platziert und die Affinita¨t dieser Verbindungen abgescha¨tzt.
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Wie aus der Tab. 4.19 zu entnehmen ist, ko¨nnen die Bindungsaffinita¨ten mit der
in AUTODOCK 3.0 implementierten Bewertungsfunktion nicht korrekt abgescha¨tzt
werden. Sie liegen zwei bis drei Gro¨ßenordnungen unter den experimentell gemessenen
Werten. Werden hingegen die 3D-QSAR-Modelle fu¨r die Vorhersage der Affinita¨ten
verwendet, liegen die Vorhersagen der Bindungsaffinita¨ten alle im Bereich der allge-
mein tolerierten Fehlergrenze (± 1 log. Einheit) (Abb. 4.18). Wa¨hrend die korrekte
Vorhersage der Bindungsaffinita¨ten mit der in AUTODOCK implementierten Bewer-
tungsfunktion nicht erreicht werden kann, werden zumindest mit Hilfe der 3D-QSAR-
Modelle die Affinita¨tenvorhersagen in der richtigen Gro¨ßenordnung wiedergegeben.
Es konnte anhand von sechs ausgewa¨hlten Kristallstrukturen erfolgreich gezeigt wer-
den, dass durch ein automatisiertes Docking-Verfahren der Bindungsmodus von CA-
Inhibitoren in der Bindetasche von CA II korrekt vorhergesagt werden kann. Ferner
konnte mit Hilfe der erstellten 3D-QSAR-Modelle die Bindungsaffinita¨t der platzierten
Lo¨sungen innerhalb einer tolerierten Fehlergrenze abgescha¨tzt werden.
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Abb. 4.18: Auftragung der vorhergesagten Affinita¨ten (predicted pKi) gegen die experimentellen Werte
(actual pKi) fu¨r CA II fu¨r die mit AUTODOCK platzierten Verbindungen. Die Bindungs-
affinita¨ten wurden anhand der Bewertungsfunktion in AUTODOCK 3.0 (oben, links) und
mit dem in Kap. 4.1.3 erstellten CoMFA- (oben, rechts) und CoMSIA-Modell (unten) fu¨r
CA II abgescha¨tzt. Fu¨r die mit AUTODOCK vorhergesagten Affinita¨ten wurde ein ne-
gativer ”predictive“ r
2-Wert erhalten, wa¨hrend fu¨r das CoMFA-Modell ein positiver Wert
erhalten wurde (”predictive“ r
2 = 0.263). Mit dem CoMSIA-Modell konnten die Affinita¨t
der Verbindungen am besten abgescha¨tzt werden (”predictive“ r
2 = 0.497).
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5 Cyclooxygenase (COX)
5.1 Physiologische Rolle der Cyclooxygenase
Die Cyclooxygenase (COX) oder auch Prostaglandin Endoperoxid H2 Synthase
(PGHS) (EC-Nummer: 1.14.99.1) ist ein bifunktionales, membrangebundenes Enzym,
das an der Synthese von entzu¨ndungsfo¨rdernden Mediatoren beteiligt ist [Vane, 1971].
Das Enzym u¨berfu¨hrt Arachidonsa¨ure (AS) und andere ungesa¨ttigte C20-Fettsa¨uren
in zyklische Endoperoxide und ist somit an der Prostaglandinbiosynthese beteiligt.
Neben den entsprechenden Prostaglandin-Derivaten werden außerdem Thromboxan
A2 (TXA2) und Prostazyklin gebildet (Abb. 5.1) [van der Donk et al., 2002].
Abb. 5.1: Prostaglandinbiosynthese. Arachidonsa¨ure wird aus Phospholipiden der Zellmembran durch
Phospholipase A2 freigesetzt und im Anschluß u¨ber den Cyclooxygenaseweg in zwei Stufen
zu Prostaglandin H2 umgesetzt. Neben weiteren Prostaglandin-Derivaten werden Thrombox-
an A2 und Prostazyklin gebildet. Glucocorticoide und nicht-steroidale antiinflammotorische
Verbindungen (NSAIDs) fu¨hren zu einer Hemmung der PG-Synthese, indem sie mit der
Phospholipase A2 und der Cyclooxygenase interagieren.
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Das in den Thrombozyten gebildete TXA2 fo¨rdert die Thrombozytenaggregation
und wirkt vasokonstriktorisch, wa¨hrend das im Gefa¨ßendothel gebildete Prostazy-
klin eine vasodilatierende und thrombozytenaggregationshemmende Wirkung besitzt.
Diese bioaktiven Lipide spielen eine wichtige Rolle bei kardiovaskula¨ren, gastrointes-
tinalen und renalen Funktionen und sind daru¨ber hinaus wichtige Mediatoren bei ent-
zu¨ndlichen Prozessen, Fieber und allergischen Reaktionen [Kurumbail et al., 2001;
van der Donk et al., 2002]. Prostaglandine (PG) sind wichtige biologische Media-
toren, die u¨ber G-Protein gekoppelte Rezeptoren Signale weiterleiten [Narumiya &
FitzGerald, 2001]. Diese Signalkaskaden fu¨hren zu verschiedenen physiologischen Re-
aktionen (Schmerzweiterleitung, Entzu¨ndungen, Aufrechterhaltung der Nierenfunktion,
protektive Mechanismen im GI-Trakt) [McAdam et al., 1999; Warner et al., 1999; Mor-
teau et al., 2000; Harris & Breyer, 2001; Tilley et al., 2001]. Sie sensibilisieren Schmerz-
rezeptoren und fo¨rdern die Erregungsu¨bertragung nozizeptiver Impulse im Zentralen
Nervensystem (ZNS). Weiterhin greifen sie an der glatten Muskulatur der Gefa¨ße an,
wirken blutdrucksenkend, erho¨hen die renale Durchblutung und fu¨hren zu einer Uterus-
kontraktion [Williams et al., 1999]. Das Substrat AS ist in Phospholipide von Zellmem-
branen eingebaut und wird durch a¨ußere Reize (zum Beispiel zellscha¨digende Noxen)
durch Aktivierung der Phospholipase A2 freigesetzt (Abb. 5.1). AS wird dann u¨ber zwei
Wege, dem Cyclooxygenase- bzw. Lipoxygenaseweg, in verschiedene Entzu¨ndungsme-
diatoren umgewandelt. PG-Derivate sind zum einen verantwortlich fu¨r die Entstehung
von Schmerzen und Schwellungen in entzu¨ndlichen Geweben, zum anderen sind sie aber
auch an den schu¨tzenden Funktionen des Magens beteiligt [Warner & Mitchell, 2002].
Weiterhin stimulieren PG die Zellproliferation, inhibieren Apoptose1, ko¨nnen Angioge-
nese2 induzieren und beeinflussen das Immunsystem [Smith et al., 1996; Tsujii et al.,
1998; Malkowski et al., 2000; Howe et al., 2002].
Bis 1991 war nur eine Isoform der Cyclooxygenasen bekannt. Im gleichen Jahr wurde
von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen ein zweites Isoenzym entdeckt (COX2) [Xie
et al., 1991; Kujubu et al., 1991], das hauptsa¨chlich durch proinflammatorische Cyto-
kine, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) und Wachstumsfaktoren (Tumor-Nekrose-
Faktor(TNF)-α) induziert wird und eine wichtige Rolle bei entzu¨ndlichen Prozessen
und dem Zellwachstum spielt. Die andere Isoform (COX1) kommt konstitutiv im
menschlichen Organismus vor und ist unter anderem fu¨r die Synthese von protekti-
ven PGs in der Niere und in der Magenschleimhaut verantwortlich. Diese u¨ber COX1
1gezielter, programmierter Zelltod
2Gefa¨ßwachstum
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synthetisierten PGs imMagen sind u¨ber ihren vasodilatierenden Effekt fu¨r eine bessere
Durchblutung der Magenschleimhaut verantwortlich und unterstu¨tzen deren physiolo-
gische Schutzfunktion. Eine langfristige Hemmung der COX1 fu¨hrt zu unerwu¨nschten
Nebenwirkungen im Gastro-Intestinal-Trakt und kann zu Magengeschwu¨ren und Ma-
genblutungen fu¨hren. Mit der Entdeckung der COX2 war es mo¨glich, entzu¨ndungs-
hemmende Substanzen zu entwickeln, die nicht die Synthese protektiver PG im Ma-
gen und in der Niere beeinflussen. Durch eine selektive Hemmung der COX2 werden
die durch COX1-Hemmung auftretenden Nebenwirkungen (zum Beispiel Magen-Darm-
Beschwerden, Beeintra¨chtigung der Nierenfunktion) verringert. Ju¨ngste Untersuchun-
gen haben gezeigt, dass die Produktion von COX2 nicht nur durch entzu¨ndungsfo¨rdern-
de Mediatoren (Interleukin(IL)-1, LPS) induziert wird [Herschman, 1996], sondern das
Enzym auch konstitutiv im Gehirn und Ru¨ckenmark vorkommt [Vane et al., 1998; Ka-
tori & Majima, 2000]. Ein weiterer regulatorischer Eingriff der COX2-Expression erfolgt
u¨ber antiinflammatorische Cytokine (IL-4, IL-12, Glucocorticoide), die die Expression
von COX2 unterdru¨cken, nicht aber die COX1-Expression [Garavito & DeWitt, 1999].
Bei bestimmten Krebsformen wurde außerdem eine erho¨hte Expression von COX2 und
ein gestiegener PG-Spiegel beobachtet (Darm-, Lungen-, Brust-, Magen-, Speisero¨hren-
, Prostata und Blasenkrebs) [Oka et al., 1994; Eberhart et al., 1994; Howe et al., 2002;
Waskewich et al., 2002]. Weiterhin wurde eine erho¨hte Expression von COX2 in rheu-
matischen Bindegewebszellen [Crofford et al., 1994] und beim malignen Netzhauttumor
des Auges beobachtet [Karim et al., 2000] . Vor Kurzem wurde die Existenz einer dritten
Cycloocygenase-Isoform (COX3) beschrieben [Chandrasekharan et al., 2002; Warner
& Mitchell, 2002], die vermehrt im cerebralen Cortex und im Herzen zu finden ist.
Als Inhibitoren der COX werden nicht-steroidale antiinflammatorische Verbindungen
eingesetzt (NSAID, non-steroidal antiinflammatory drugs)3. Da durch eine Inhibition
der COX weniger entzu¨ndungsfo¨rdernde PGs synthetisiert werden, lassen sich NSAIDs
bei der Schmerztherapie und Fieber einsetzen. Da aber gleichzeitig auch die Synthese
von PGs vermindert wird, die fu¨r schu¨tzende Mechanismen im menschlichen Ko¨rper
verantwortlich sind, kann es bei der Anwendung zu unerwu¨nschten Nebenwirkungen
kommen [Warner & Mitchell, 2002]. Vor allem im Endstadium der Schwangerschaft
sind NSAIDs kontraindiziert, da durch eine Hemmung der PG-Synthese imUterus vor-
zeitig einsetzende Wehen verzo¨gert werden ko¨nnen [Vane et al., 1982]. Nicht-selektive
COX-Inhibitoren hemmen sowohl die konstitutiv im Ko¨rper vorkommende COX1, als
auch die induzierbare COX2. Durch die Hemmung von COX1 kommt es zu Sto¨rungen
3weitere Erla¨uterungen zu COX-Inhibitoren siehe Kap. 5.2
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der protektiven Mechanismen in der Magenschleimhaut und in der Niere, so dass sehr
schnell nach der Entdeckung der zweiten Isoform COX2-selektive Verbindungen syn-
thetisiert wurden, die diese Nebenwirkungen vermeiden sollten. Man versprach sich von
diesen Substanzen weniger Nebenwirkungen durch gezieltere Inhibition der COX2, vor
allem bei Erkrankungen, die u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum behandelt werden mu¨ssen
(zum Beispiel bei rheumatischen Gelenkerkrankungen) [Dannhardt & Kiefer, 2001]. In
groß angelegten Studien (VIGOR, Vioxx Gastrointestinal Outcome Research, [Bom-
bardier et al., 2000]; CLASS, Celecoxib long-term Arthritis Safety Study, [Silverstein
et al., 2000]) konnte gezeigt werden, dass die Rate gastrointestinaler Komplikationen
unter der Therapie mit COX2-selektiven Verbindungen fast um die Ha¨lfte niedriger
war als bei der Anwendung klassischer NSAIDs. Gleichzeitig wurden aber gefa¨hrliche
kardiovaskula¨re Nebenwirkungen beobachtet.
Diese Beobachtung ko¨nnte darauf beruhen, dass PG-Derivate, TXA2 und Prostazy-
klin ebenfalls in das kardiovaskula¨re System eingreifen. Durch eine nicht-selektive
Hemmung der COX in Thrombozyten wird weniger TXA2 gebildet, was zu einer Hem-
mung der Blutpla¨ttchenaggregation fu¨hrt [Dannhardt & Kiefer, 2001]. COX2-selektive
Inhibitoren zeigen hingegen keine Hemmung der Thrombozytenaggregation, da die Syn-
these des prothrombotischen TXA2 u¨ber COX1 vermittelt wird [Leese et al., 2003].
Eine COX2-selektive Hemmung ko¨nnte dadurch das Gleichgewicht in Richtung auf die
prothrombotischen Mediatoren verschieben, was das Risiko von thrombotischen kar-
diovaskula¨ren Nebenwirkungen (Herzinfarkt, instabile Angina pectoris, Herzstillstand)
bei der Einnahme von COX2-selektiven Verbindungen erho¨ht [Mukherjee et al., 2001].
Eine weitere ernste Nebenwirkung der NSAIDs ist ihre bronchokonstriktorische Wir-
kung durch die verminderte Synthese bronchodilatierender PGE2 [Dannhardt & Kie-
fer, 2001]. Insbesondere bei Asthmapatienten besteht die Gefahr eines Asthmaanfalls,
da durch die Hemmung der COX das Substratangebot fu¨r die Lipoxygenase gesteigert
wird. Dadurch werden weniger bronchodilatierende PGs gebildet gleichzeitig aber mehr
bronchokonstriktorische Leukotriene.
Im Magen und in der Niere wirken die durch COX1 gebildeten PGs als Vasodilatato-
ren. Sie sind in der Niere an der Regulation des renalen Plasmaflusses und der glome-
rula¨ren Filtration beteiligt. Eine langfristige Anwendung von NSAIDs fu¨hrt nicht nur
zu unerwu¨nschten Nebenwirkungen im Gastro-Intestinal-Trakt, sondern auch zu rena-
len Sto¨rungen. Durch eine verminderte Produktion von PG in der Niere wird vor allem
bei Patienten mit einer reduzierten Nierenfunktion vermehrt Wasser zuru¨ckgehalten.
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Dies fu¨hrt zu einem Blutdruckanstieg und im schlimmsten Fall zu einem Nierenschaden
[Dannhardt & Kiefer, 2001].
Da COX2 des Weiteren bei der Angiogenese, bei bestimmten Krebsformen und Alz-
heimer u¨berexprimiert wird [Waskewich et al., 2002], ko¨nnen COX2 selektive Verbin-
dungen auch in diesen Indikationsgebieten eingesetzt werden. Das Krebszellwachs-
tum wird von COX-Inhibitoren (siehe Kap. 5.2) beeinflußt, indem sie unter anderem
eine Apoptose induzieren oder zu einem Anhalten des Zellzyklus fu¨hren [Williams et al.,
1999]. Weiterhin spielt die Angiogenese eine wichtige Rolle im Tumorwachstum. Der
Tumor beno¨tigt fu¨r ein optimales Wachstum ein gutes vaskula¨res Netzwerk, um mit
Na¨hrstoffen versorgt zu werden. PGs, die u¨ber COX gebildet werden, scheinen hier
entscheidend in die Angiogenese einzugreifen [Williams et al., 1999]. Der antiangioge-
netische Effekt ko¨nnte dadurch erkla¨rt werden, dass es durch die Abnahme an vasodi-
latierenden PGs zu einer verminderten Durchblutung des Tumorgewebes kommt. Das
Tumorgewebe wird durch diese verminderte Durchblutung nicht mehr ausreichend mit
Na¨hrstoffen versorgt und es kommt zu einer Abnahme des Tumorwachstums. Durch
eine Behandlung von Brustkrebszellen der Maus mit dem COX2-selektiven Inhibitor
Celecoxib, wurde die Anzahl der Brustkrebszellen und der PGE2-Spiegel in den Zel-
len um 50 % reduziert [Howe et al., 2002]. Da in diesen Mauszellen ebenfalls alle
vier PGE2-Rezeptorsubtypen exprimiert werden, wird angenommen, dass das Wachs-
tum des Brustkrebstumors auch u¨ber PGE-Rezeptoren gesteuert werden ko¨nnte [Howe
et al., 2002].
Die vor kurzem entdeckte COX3 wird von Paracetamol und anderen analgetisch und
antipyretisch wirkenden Verbindungen inhibiert [Chandrasekharan et al., 2002; Warner
& Mitchell, 2002]. Paracetamol wirkt schmerzlindernd und fiebersenkend, besitzt aber
kaum antiinflammatorische Eigenschaften. Die bei klassischen NSAIDs auftretenden
Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt werden bei der Anwendung von Paracetamol
nicht beobachtet, da die PG-Synthese in der Magenschleimhaut nicht gehemmt wird
[Botting, 2000]. Da erho¨hte COX3-Spiegel im cerebralen Cortex zu finden sind, scheint
Paracetamol die PG-Synthese durch eine zentrale Hemmung der COX3 zu beeinflussen.
5.1.1 Wirkungsmechanismus der Cyclooxygenase
Die membransta¨ndigen Cyclooxygenasen sind durch die Umsetzung von AS zu PGH2
fu¨r die notwendigen Prostaglandinmengen in der Zelle verantwortlich und fungieren
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demnach als Schaltzentrale, um PG ins extrazellula¨re Milieu bzw. in den Zellkern zu
schleusen [Smith et al., 1996]. Die Umsetzung von AS zu PGH2 erfolgt in zwei Schritten
in zwei Subtaschen der Cyclooxygenasen (siehe Kap. 5.1.2) [Smith et al., 1996; Vane
et al., 1998; Garavito & DeWitt, 1999; Williams et al., 1999; Dannhardt & Kiefer,
2001]. Der erste Schritt findet in der COX-Bindetasche statt. Durch Addition von zwei
Sauerstoffmoleku¨len an AS wird das bicyclische Endoperoxidmediat PGG2 gebildet
[Garavito & DeWitt, 1999], das zur Peroxidbindetasche diffundiert und dort zu PGH2
reduziert wird (Abb. 5.2, links).
Abb. 5.2: Prostaglandinbiosynthese und Wirkungsmechanismus der Cyclooxygenasen (COX) bzw.
Prostaglandin Endoperoxid H2 Synthase (PGHS). Die aus den Phospholipiden freigesetzte
Arachidonsa¨ure wird durch Addition von zwei Sauerstoffmoleku¨len in PGG2 umgewandelt
(links). Im Anschluß erfolgt die Diffusion von PGG2 in die Peroxidasebindetasche, wo es zu
PGH2 reduziert wird. An der Fixierung der AS ist Arg120 involviert, indem es eine starke
Salzbru¨cke mit der Carboxylfunktion des Substrates ausbildet, wa¨hrend Tyr385 durch Abspal-
tung eines Wasserstoffatoms an C13 der AS die Katalyse initiiert (rechts) (Abbildungen aus
[Smith et al., 1996]).
Das Substrat AS diffundiert von der Membran ausgehend entlang eines 25 A˚ lan-
gen, hydrophoben Kanals bis zur COX-Bindetasche. Innerhalb dieses Kanals befinden
sich nur wenige polare Aminosa¨uren (Arg120, Tyr355, Glu524, Ser530). Arg120
spielt eine Schlu¨sselrolle wa¨hrend der Fixierung der AS und bei der Bindung ande-
rer NSAIDs, die eine Carboxylgruppe besitzen [Garavito & DeWitt, 1999](Abb. 5.2,
rechts). Der erste Schritt in der AS-Umsetzung wird durch ein Tyrosin-Radikal (COX1:
Tyr385, COX2: Tyr371) eingeleitet. Das Tyrosinradikal initiiert die Katalyse durch Ab-
spaltung eines Wasserstoffatoms an C13 der AS (Abb. 5.2, rechts) [Malkowski et al.,
2000; Kurumbail et al., 2001; van der Donk et al., 2002]. Durch die Entfernung des
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13S -Wasserstoffs von AS entsteht wa¨hrend der Reaktion ein AS-Radikal. Durch Sauer-
stoffaddition an C11 und C15 entsteht PGG2 [Smith et al., 1996; Garavito & DeWitt,
1999]. PGG2 wandert zur Peroxidase-Bindetasche und wird dort zu PGH2 reduziert.
Die 15-Hydroperoxid-Gruppe wird zum Alkohol reduziert. Wa¨hrend der Katalyse spie-
len weiterhin hydrophobe Aminosa¨uren bei der Fixierung des Substrates eine wichtige
Rolle [Kurumbail et al., 2001].
Kristallstrukturanalysen haben entscheidend zur Aufkla¨rung des Wirkungsme-
chansimus beigetragen. Der Bindungsmodus von AS und des Zwischenprodukts PGH2
im Komplex mit COX1 und COX2 (PDB-Code: 1diy, 1ddx; siehe Tab. 5.1) besta¨tigt
die Wechselwirkung der Carboxylgruppe des Substrates mit Arg120 und Tyr355 [Kiefer
et al., 2000].
Abb. 5.3: Umsetzung von AS zu PGG2. Nach der Abspaltung des Wasserstoffs an C13 durch das
Tyrosin-Radikal, erfolgt eine Radikalumlagerung. Nach der Sauerstoffadditon an C11 erfolgt
die Endoperoxidbildung zwischen C9 und C11. Die Kohlenstoffatome C8 und C12 befinden
sich durch die Endoperoxidbildung in unmittelbarer Nachbarschaft und durch Rotation der
C10/C11 Bindung erfolgt der Ringschluß des Cyclopentans. Diese Rotation positioniert C15
fu¨r den na¨chsten Angriff eines Sauerstoffmoleku¨ls. PGG2 wird gebildet und das Tyrosin-
Radikal wird regeneriert (Abb. aus [Malkowski et al., 2000]).
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Tab. 5.1: Kristallstrukturen von Cyclooxygenasen, die in der PDB hinterlegt sind.
Enzym PDB-Code Auflo¨sung [A˚] Substrat / Inhibitor Referenz
COX1 1cqe 3.10 Flurbiprofen [Picot et al., 1994]
COX1 1diy 3.00 ASa [Malkowski et al., 2000]
COX1 1ebv 3.20 AcSHAb [Loll et al., 2001]
COX1 1eqg 2.61 Ibuprofen [Selinsky et al., 2001]
COX1 1eqh 2.70 Flurbiprofen [Selinsky et al., 2001]
COX1 1fe2 3.00 DHLAc [Thuresson et al., 2001]
COX1 1ht5 2.75 Methyl-Flurbiprofen [Selinsky et al., 2001]
COX1 1ht8 2.69 Alclofenac [Selinsky et al., 2001]
COX1 1igx 3.10 EPAd [Malkowski et al., 2001]
COX1 1igz 2.90 LAe [Malkowski et al., 2001]
COX1 1pge 3.50 Iodosuprofen [Loll et al., 1996]
COX1 1pgf 4.50 Cis-Iodoindomethacin [Loll et al., 1996]
COX1 1pgg 4.50 Trans-Iodoindomethacin [Loll et al., 1996]
COX1 1prh 3.50 — [Kiefer et al., 2000]
COX1 1pth 3.40 Salicylsa¨ure [Loll et al., 1995]
COX2 1cvu 2.40 ASa [Kiefer et al., 2000]
COX2 1cx2 3.00 SC558 [Kurumbail et al., 1996]
COX2 1ddx 3.00 ASa / PGf [Kiefer et al., 2000]
COX2 3pgh 3.00 Flurbiprofen [Kurumbail et al., 1996]
COX2 4cox 3.00 Indomethacin [Kurumbail et al., 1996]
COX2 5cox 3.00 — [Kurumbail et al., 1996]
COX2 6cox 3.00 SC558g [Kurumbail et al., 1996]
aAS = arachidonic acid, Arachidonsa¨ure; bAcSHA = O-acetylsalicylhydroxamic acid, O-
Acetylsalicylhydroxamsa¨ure; cDHLA = dihomo-γ-linolenic acid, dihomo-γ-Linolensa¨ure;
dEPA = eicosapentaenoic acid, Eicosapentaensa¨ure; eLA = linoleic acid, Linolsa¨ure; fPG
= prostaglandin, Prostaglandin
Das ω-Ende des Substrates befindet sich in der Na¨he von Tyr385 und Ser530 und
der Endoperoxid-Ring interagiert u¨ber van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Sei-
tenketten von Phe381, Leu384, Tyr385 und Trp387 [Kiefer et al., 2000]. Eine Kristall-
struktur der COX1 im Komplex mit AS (PDB-Code: 1diy, Tab. 5.1) zeigt, dass das
C13-Atom der AS sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu Tyr385 befindet (< 3 A˚), so
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dass eine Abstraktion des Wasserstoffatoms an C13 durch das Tyrosin385-Radikal mo¨g-
lich ist [Malkowski et al., 2000] (Abb. 5.3). Die Carboxygruppe von AS interagiert mit
der Guanidiniumgruppe von Arg120 und dem Seitenkettensauerstoffatom von Tyr355.
Mutationsstudien haben weiterhin gezeigt, dass die Bindung von AS in COX1 stark
von der ionischen Wechelwirkung mit Arg120 abha¨ngig ist, wa¨hrend in COX2 hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen AS und den Aminosa¨uren in der Bindetasche die
Fettsa¨urebindung beeinflussen [Mancini et al., 1995; Bhattacharyya et al., 1996; Greig
et al., 1997; Rieke et al., 1999].
Ser530 ist eine der wenigen polaren Aminosa¨uren in dem 25 A˚ langen hydrophoben
Kanal. Acetylsalicylsa¨ure, eines der meistverkauften Wirkstoffe weltweit, interagiert
mit Ser530, indem es dessen Seitenkette acetyliert. Kristallstrukturen zeigen, dass diese
Acetylierung an Position 530 die AS-Bindestelle sterisch versperrt, so dass der Zugang
des Substrates zur COX-Bindetasche verhindert wird [Loll et al., 1995].
5.1.2 Strukturen der Cyclooxygenasen
COX sind glykosylierte, integrale Membranproteine, die sich im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und in der Kernhu¨lle befinden [Garavito & DeWitt, 1999]. Sie liegen
als Dimer vor und sind u¨ber eine Membran-Binde-Doma¨ne (MBD) mit der Membran
des ER bzw. des Zellkerns verankert (Abb. 5.4) [Smith et al., 1996].
Die dreidimensionale Struktur der monomeren COX-Einheit zeigt einen einheitlichen
Aufbau. Sie kann in eine N-terminale Epidermale-Wachstumsfaktor-Doma¨ne (EGF,
Epidermal Growth Factor), eine aus vier Helices bestehende membrangebundene Do-
ma¨ne (MBD, Membrane Binding Domain) und eine katalytische Doma¨ne unterteilt
werden. Die katalytische Doma¨ne besteht aus einer COX- und einer Peroxidase-
Bindestelle, in denen die einzelnen Schritte der PG-Biosynthese ablaufen (Abb. 5.2,
links und 5.4). In der Na¨he der mit der Membran verankerten MBD beginnt ein lan-
ger hydrophober Tunnel, an dessen Ende die COX-Bindetasche liegt. In unmittelbarer
Nachbarschaft befindet sich die Peroxidase-Bindetasche, die direkt zum Lo¨sungsmittel
hin gerichtet ist und eine Eisen-Ha¨m-Gruppe gebunden hat. Beide Isoenzyme besit-
zen im Hinblick auf die Umsetzung der AS a¨hnliche kinetische Eigenschaften [Marnett
et al., 1999]. Allerdings ist das Volumen der COX2-Tasche im Vergleich zu COX1 um
ca. 20 % gro¨ßer . Dies ko¨nnte ein Grund dafu¨r sein, dass COX2 eine gro¨ßere Anzahl an
Fettsa¨uren mit unterschiedlicher Kettenla¨nge umsetzen kann [Laneuville et al., 1995].
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Abb. 5.4: Struktur des COX1-Dimers mit der Verankerung an der Zellmembran u¨ber die Membran-
Binde-Doma¨ne (MBD, orange; oben) und Darstellung des COX1-Monomers (unten). Die
monomere Einheit kann weiterhin in eine EGF(Epidermal-Growth-Factor)- und MBD-
(Membrane Binding Domain)-Doma¨ne und eine COX- und Peroxidase-Bindestelle unterteilt
werden (Abb. aus [Garavito & DeWitt, 1999]).
COX1 und COX2 besitzen eine Sequenzidentita¨t von 63 %, und ein Vergleich der
dreidimensionalen Struktur beider Isoenzyme zeigt, dass die COX-Bindetasche bis auf
wenige Aminosa¨uren hoch konserviert ist [Kurumbail et al., 1996; Luong et al., 1996;
5.2 COX-Inhibitoren und deren therapeutische Anwendung 122
Garavito & DeWitt, 1999]. An den Positionen 434 und 523 befindet sich in COX1
jeweils ein Isoleucin, wa¨hrend in COX2 ein Valin an diesen Positionen anzutreffen
ist. Mutationsstudien belegen die wichtige Rolle der Positionen 434 und 523 in Hinblick
auf die Selektivita¨tsdeterminante beider Isoenzyme [Vane et al., 1998]. Eine Mutation
von Ile523 zu Val in COX1 ermo¨glicht COX2-selektiven Inhibitoren eine Bindung ohne
A¨nderung des KM -Wertes fu¨r AS [Wong et al., 1997], wa¨hrend eine COX2-Mutante mit
einem Austausch von Val523 gegen Ile ein Inhibitionsprofil zeigt, das vergleichbar mit
dem Wildtyp der COX1 ist [Gierse et al., 1996]. Durch den Austausch von Isoleucin
gegen Valin in COX2 an den Positionen 434 und 523 kann sich die Seitenkette eines
benachbartenPhe518 in COX2 aus der Tasche bewegen und einen Zugang zu einer wei-
teren kleinen Bindetasche ermo¨glichen. In dieser Tasche befindet sich an Position 513
in COX1 einHistidin, in COX2 jedoch einArginin, das spezifische Wechselwirkungen
mit COX2-selektive Liganden eingehen kann. Die Kristallstruktur von COX2 mit SC558
(Tab. 5.1), einem COX2-selektiven Inhibitor, zeigt, dass die Phenylsulfonamid-Gruppe
diese COX2-spezifische Subtasche adressiert und mit Arg513 wechselwirkt [Kurumbail
et al., 1996]. Wie wichtig diese Aminosa¨uren (COX1: Ile434, His513, Ile523; COX2:
Val434, Arg513, Val523) fu¨r die Bindung COX2-selektiver Inhibitoren sind, zeigen
weitere Mutationsstudien an COX2. Eine Erniedrigung der Affinita¨t fu¨r die COX2-
selektiven Verbindungen Valdecoxib und Celecoxib wurde bei einer Tripelmutante
von COX2 beobachtet, bei der Val523 gegen Ile523, Arg513 gegen His513 und Val434
gegen Ile434 ausgetauscht wurden [Hood et al., 2003]. Verglichen zum COX2-Wildtyp
wurden damit die entsprechenden Aminosa¨uren aus COX1 an diesen drei Positionen
eingefu¨hrt.
5.2 COX-Inhibitoren und deren therapeutische
Anwendung
Vor u¨ber 100 Jahren, 1899, wurde Acetylsalicylsa¨ure (Aspirin®) zur Behandlung
von Schmerzen und rheumatischen Erkrankungen eingefu¨hrt. In den folgenden Jahren
wurden weitere NSAIDs zur Behandlung entzu¨ndlicher Erkrankungen entwickelt (Phe-
nylbutazon (1949), Indomethacin (1963), Ibuprofen (1969)), aber erst 1971 wurde der
Wirkungsmechanismus aufgekla¨rt, der den NSAIDs zugrunde liegt. Vane konnte erst-
mals zeigen, dass Aspirin und Indomethacin durch Hemmung der Cyclooxygenase die
PG-Produktion blockieren [Vane, 1971]. Die inhibitorische Wirkung von Acetylsalicyl-
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sa¨ure (ASS, Tab. 5.2) beruht auf einer irreversiblen Acetylierung der COX-Bindestelle.
ASS bindet kovalent an beide Isoformen [Smith et al., 1996; Williams et al., 1999];
Ser530 in COX1 und Ser516 in COX2 werden jeweils acetyliert.
Tab. 5.2: Klassische Inhibitoren der Cyclooxygenase mit den entsprechenden Fenac-(Diclofenac, In-
domethacin, Sulindac), Profen-(Ibuprofen, Flurbiprofen, Ketoprofen) und Oxicam-Derivaten
(Piroxicam). Acetylsalicylsa¨ure (ASS) inhibiert COX durch irreversibele Acetylierung von
Ser530. Ketorolac wird nach postoperativen Schmerzen in einer injizierbaren Form appli-
ziert.
Diclofenac Indomethacin Sulindac ASS
119 120 121 122
Ibuprofen Flurbiprofen Ketoprofen Piroxicam
123 124 125 126
Ketorolac
127
Verbindungen, die selektiv COX2 hemmen (Tab. 5.3), zeigen ein geringeres Neben-
wirkungsprofil als nicht selektiv wirkende NSAIDs (Tab. 5.2). Die Entwicklungen der
COX2-selektiven Verbindungen Valdecoxib (Bextra®), Celecoxib (Celebrex®)und Ro-
fecoxib (Vioxx®) [Talley et al., 2000b; Penning et al., 1997; Prasit et al., 1999](Tab.
5.3) zeigen, dass diese Inhibitoren genauso effektiv bei entzu¨ndlichen Prozessen wir-
ken wie nicht selektive NSAIDs [Zhang et al., 1997; Chan et al., 1999; Simon et al.,
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Tab. 5.3: COX2-selektive Inhibitoren. Valdecoxib (Bextra®), Celecoxib (Celebrex®) und Rofecoxib
(Vioxx®) sind zugelassen zur Behandlung von Symptomen bei Reizzusta¨nden degenerativer
Gelenkerkrankungen und chronischer Polyarthritis (Rheumatoide Arthritis). Der Bindungs-
modus des Inhibitors SC558 wurde im Komplex mit COX2 aufgekla¨rt (PDB-Code: 6cox).
Parecoxib-Natrium ist eine injizierbare Verbindung, die bei postoperativen Schmerzen ange-
wendet wird.
Valdecoxib Celecoxib Rofecoxib SC558
128 129 130 131
SC125 SC560 SC299 Parecoxib-Natrium
132 133 134 135
1999; Hawkey et al., 2000], aber im Gegensatz dazu weniger gastrointestinale Neben-
wirkungen auftreten [Bombardier et al., 2000; Silverstein et al., 2000]. Eine injizierbare
Verbindung (Parecoxib-Natrium), die im Organismus zu Valdecoxib metabolisiert wird,
wurde fu¨r die Behandlung postoperativer Schmerzen eingefu¨hrt [Talley et al., 2000a].
Diese Prodrug-Verbindung hat gegenu¨ber dem unselektiv wirkenden Ketorolac [Fied-
ler, 1997], das bis dato bei postoperativen Schmerzen Anwendung findet, den Vorteil,
weniger Nebenwirkungen im Magen-Darm-Trakt zu verursachen.
COX-Inhibitoren ko¨nnen diese Isoenzyme kompetitiv reversibel (Ibuprofen) oder zeit-
abha¨ngig reversibel (Indomethacin, Flurbiprofen) hemmen. Bei der zeitabha¨ngigen re-
versiblen Inhibition dissoziiert der Inhibitor nur sehr langsam vom Enzym-Inhibitor-
Komplex ab [Smith et al., 1996]. Dieser Effekt kann fu¨r die selektive Hemmung einer
Isoform entscheidend sein. Eine selektive Inhibition von COX2 kann unter anderem
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dadurch erreicht werden, dass COX2 durch einen zeitabha¨ngigen, pseudo-irreversiblen
Mechanismus gehemmt wird, wa¨hrend die Inhibition von COX1 schnell, kompetitiv
und reversibel erfolgt [Garavito & DeWitt, 1999]. Untersuchungen der Assoziation und
Dissoziation eines COX2-selektiven Inhibitors an COX1 und COX2 zeigten eine zeit-
abha¨ngige Assoziation des Inhibitors mit beiden Isoformen (SC299 134) [Lanzo et al.,
2000]. Die Bindung des Inhibitors an beide Isoenzyme erfolgt anna¨hernd gleich schnell,
aber die Dissoziation eines COX2-selektiven Inhibitors erfolgt sehr langsam in COX2
(einige Stunden), wa¨hrend die Dissoziation von COX1 innerhalb von einer Minute ab-
geschlossen ist. Durch die vorhandene Sulfonamid-Gruppe kann 134 spezifische Wech-
selwirkungen mit Aminosa¨uren (His90, Gln192, Arg513) in der COX2-Spezifita¨tstasche
ausbilden [Luong et al., 1996]. Diese sta¨rkere, spezifische Bindung an COX2 verhindert
eine schnelle Dissoziation, was in einer COX2-selektiven Hemmung resultiert.
Die Inhibitoren der Cyclooxygenasen wurden von Warner aufgrund ihrer selektiven
inhibitorischen Wirkung in vier Gruppen eingeteilt [Warner et al., 1999]:
• Vollsta¨ndige Inhibition von COX1 und COX2 mit geringer Selektivita¨t (Diclofenac,
Ibuprofen)
• Bevorzugte Selektivita¨t gegenu¨ber COX2 (Meloxicam, Celecoxib)
• COX2-Inhibition mit schwacher COX1-Inhibition (Rofecoxib)
• Schwache Inhibition von COX1 und COX2 (Salicylate)
Eine weitere Einteilung der Inhibitoren kann aufgrund ihrer Wechselwirkung bzw.
ihres Wirkungsmechanismus mit dem Enzym erfolgen [Dannhardt & Kiefer, 2001]:
• Irreversible COX1- und COX2-Inhibitoren (Acetylsalicylsa¨ure)
• Reversible, kompetitive COX1- und COX2-Inhibitoren (Ibuprofen, Piroxicam)
• Langsame zeitabha¨ngige, reversible COX1- und COX2-Inhibitoren (Indomethacin, Flur-
biprofen)
• Langsame zeitabha¨ngige, irreversible COX2-Inhibitoren (Rofecoxib, Celecoxib)
Die irreversiblen COX1- und COX2-Inhibitoren acetylieren Ser530 bzw. Ser516 am
Eingang des hydrophoben Tunnels, so dass der Zugang zum katalytischen Zentrum fu¨r
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AS sterisch versperrt ist [Loll et al., 1995]. Die langsamen zeitabha¨ngigen, reversibel
bindenden COX1- und COX2-Inhibitoren (z.B. Indomethacin und Flurbiprofen) bilden
ionische Wechselwirkungen u¨ber ihrer Carboxylgruppe mit Arg120 aus, wa¨hrend die
irreversiblen COX2-selektiven Inhibitoren (z.B. Rofecoxib, Celecoxib) COX2 in einem
langsamen, zeitabha¨ngigen Prozess hemmen, COX1 aber nur schwach kompetitiv in-
hibieren [Dannhardt & Kiefer, 2001] und dementsprechend eine Selektivita¨t gegenu¨ber
COX2 aufzeigen.
Aufgrund ihrer Struktur ko¨nnen die klassischen NSAIDs in die Fenac-(Diclofenac,
Indomethacin, Sulindac), Profen-(Ketoprofen, Flurbiprofen, Ibuprofen) und Oxicam-
Derivate (Piroxicam) unterteilt werden (Tab. 5.2) [Dannhardt & Kiefer, 2001]. Sie in-
hibieren die COX u¨ber eine ionische Wechselwirkung der Carboxylgruppe mit Arg120.
COX1-selektive oder nicht-selektive NSAIDs (z.B. Diclofenac, Indomethacin) mit einer
entsprechenden Carboxylgruppe binden an Arg120 [Vane et al., 1998], wa¨hrend COX2-
selektive Inhibitoren keine Carboxylgruppe besitzen und keine spezifische Wechselwir-
kung mit Arg120 eingehen. Demnach ist eine COX2-Hemmung nicht an eine Wechsel-
wirkung mit Arg120 gekoppelt. Vielmehr spielen hydrophobe Wechselwirkungen und
gerichtete Interakionen mit Aminosa¨uren in der COX2-spezifischen Tasche (Arg513)
eine wichtige Rolle [Kurumbail et al., 1996].
COX2-selektive Verbindungen besitzen zum großen Teil einen Diarylheterozyklus als
Grundgeru¨st und haben als funktionelle Gruppe ein Sulfonamid- bzw. Sulfonrest (Tab.
5.3) [Reitz et al., 1994; Wilkerson et al., 1995; Li et al., 1995; Huang et al., 1996; Li
et al., 1996; Khanna et al., 1997b,a; Penning et al., 1997; Vane et al., 1998; Bosch et al.,
2000; Khanna et al., 2000]. Celecoxib 129 und Rofecoxib 130 sind COX2-selektive
Inhibitoren, die zur Behandlung von Symptomen bei Reizzusta¨nden degenerativer Ge-
lenkerkrankungen (aktivierte Arthrosen) und chronischer Polyarthritis (Rheumatoide
Arthritis) zugelassen sind. Weiterhin werden COX2-selektive Inhibitoren in der Be-
handlung von Darmkrebs und Alzheimer eingesetzt [Vane et al., 1998; Hu¨ll et al.,
1999]. Darmkrebs kann unter anderem durch Mutation eines menschlichen Gens ent-
stehen, das fu¨r das Polypenwachstum im Dickdarm verantwortlich gemacht wird [Wil-
liams et al., 1999]. Durch eine Mutation dieses Gens kommt es zu einer Wucherung
von Polypen im Dickdarm. Diese erbliche Krankheit tritt zwischen dem 20. und 30.
Lebensjahr auf und kann unbehandelt zur Entstehung von Darmkrebs fu¨hren [Oshima
et al., 2001]. Das Gen wirkt als Tumorsuppressor, eine Mutation bzw. ein Ausschal-
ten dieses Gens fu¨hrt durch die nicht mehr erfolgende Unterdru¨ckung der Zellteilung
zur Entwicklung von Darmkrebs. Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation die-
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ses Gens in der Maus zu einer COX2-Expression in den Polypen fu¨hrt [Oshima et al.,
1996]. Eine Behandlung mit dem COX2-selektiven Inhibitor Rofecoxib 130 hat in einer
Studie zu einer Verminderung der Anzahl und Gro¨ße der intestinalen Polypen in einer
Mausmutante gefu¨hrt [Oshima et al., 2001]. Celecoxib 129 zeigt einen a¨hnlichen Effekt
in Bezug auf die Reduktion der Polypenanzahl und deren Gro¨ße [Jacoby et al., 2000].
Wie effektiv COX2-selektive Inhibitoren bei der Behandlung von Darmkrebs sind, hat
eine Untersuchung von Karim gezeigt [Karim et al., 2000]. Eine Reduktion der Morta-
lita¨t von Darmkrebs um 40-50 % wurde bei Patienten beobachtet, die COX2-selektive
Inhibitoren u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum eingenommen haben.
Weitere Krebszelllinien wurden mit diesen COX2-selektiven Verbindungen (129,
130) und nicht-selektiven Inhibitoren getestet und der wachstumshemmende Effekt
beobachtet [Waskewich et al., 2002]. In dieser Studie wurden zwei nicht zu erwartende
Beobachtungen gemacht: es wurde ein antiproliferativer Effekt von Celecoxib an unter-
schiedlichen Zelllinien beobachtet, die keine COX2 exprimiert haben. Außerdem wurde
ein unterschiedlicher wachstumshemmender Effekt zwischen Celecoxib und Rofecoxib
beobachtet, obwohl beide Inhibitoren COX2 in einer a¨hnlichen Gro¨ßenordnung hemmen
[Penning et al., 1997; Habeeb et al., 2001]. Celecoxib besitzt eine gro¨ßere antiprolife-
rative Wirkung als Rofecoxib [Waskewich et al., 2002]. Es wird daher angenommen,
dass Celecoxib im Gegensatz zu Rofecoxib eine wachstumshemmende Wirkung besit-
zen ko¨nnte, die nicht an eine COX-Expression gekoppelt ist [Kundu & Fulton, 2002].
Die zellula¨ren Zielproteine dieser COX-unabha¨ngigen wachstumshemmenden Effekte
von Celecoxib konnten bislang nicht aufgekla¨rt werden. Wie von Williams 1999 fest-
gestellt wurde scheint COX aber nicht das einzige relevante Zielprotein der NSAIDs
zu sein, das beim Krebszellwachstum eine wichtige Rolle spielt [Williams et al., 1999]:
”
It is possible that in addition to these targets, NSAIDs may interact with other, as
yet unidentified, cellular targets“. In Kap. 5.3 wird eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r einen
COX-unabha¨ngigen wachstumshemmenden Wirkungsmechanismus von Celecoxib be-
schrieben und diskutiert.
Ein Vergleich der Kristallstrukturen von Flurbiprofen 124 (Tab. 5.2) und SC558
131 (Tab. 5.3) im Komplex mit COX2 zeigt, dass das COX1-selektive Flurbiprofen mit
hydrophilen Aminosa¨uren am Eingang des hydrophoben Tunnels wechselwirkt (Arg120,
Glu524)(PDB-Code: 1cqe, 1eqh, siehe Tab. 5.1). SC558 131, ein COX2-selektiver In-
hibitor (1900-fach selektiver fu¨r COX2), bindet mit seinem Phenylsulfonamid-Rest in
die COX2 spezifische Bindetasche (Abb. 5.5).
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Abb. 5.5: Bindungsmodus von SC558 in COX2. Die Sulfonamid-Gruppe bildet Wasserstoffbru¨cken mit
hydrophilen Aminosa¨uren in einer COX2-spezifischen Bindetasche aus, wa¨hrend der aroma-
tische Ring und die Trifluormethylgruppe hydrophobe Taschen adressieren (oben). SC558
bindet in der COX-Subtasche und ”verschließt“ damit den Zugang zum aktiven Zentrum fu¨r
AS von der Membran-verankernden Doma¨ne (unten). Tyr385 befindet sich an der Schnitt-
stelle zwischen der COX- und der Peroxidase-Bindetasche, die eine Eisen-Ha¨m-Gruppe bin-
det und direkt zum Lo¨sungsmittel hin gerichtet ist.
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Diese COX2-Subtasche wird durch die kleinere Valin-Seitenketten in COX2 und der
gleichzeitigen Bewegung von Phe518 geo¨ffnet [Dannhardt & Kiefer, 2001], so dass die
Sulfonamid-Gruppe von SC558 in eine polare, hydrophile Tasche zeigt (His90, Gln192,
Arg513).
Anhand von Computersimulationen wurde außerdem beobachtet, dass die Sulfonamid-
Gruppe einen entscheidenden Einfluss auf die Selektivita¨t nimmt. Untersuchungen von
Struktur-Wirkungsbeziehungen an 305 COX2-Inhibitoren hat ergeben, dass Inhibito-
ren mit hydrophilen Resten zu einer Erho¨hung der COX2-Affinita¨t fu¨hren, wenn sie
mit diesen hydrophilen Gruppen in die hydrophile COX2-spezifische Bindetasche zeigen
und mit den Aminosa¨uren His90 und Arg513 wechselwirken [Chavatte et al., 2001]. Mo-
leku¨ldynamische Monte-Carlo-Simulationen von Celecoxib in COX1 und COX2 haben
gezeigt, dass ein Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe ungu¨nstige Wechselwirkungen
mit der δ-Methylgruppe von Ile523 in COX1 eingeht [Price & Jorgensen, 2001]. Des
Weiteren wurden u¨ber ein Pharmakophor-Modell aus dem nicht selektiven Indome-
thacin (Tab. 5.2) COX2-selektive Verbindungen mit einem Indomethacin-Grundgeru¨st
entworfen [Palomer et al., 2002a]. Einen entscheidenden Einfluß auf die Selektivita¨t hat
hier die Einfu¨hrung einer Sulfonylgruppe (Verbindung 136, Tab. 5.4). Ausgehend von
einem Ketoprofen-Grundgeru¨st wurden bei der Entwicklung von COX2-selektiven Ver-
bindungen durch die Einfu¨hrung einer Sulfonamid-Gruppe ebenfalls COX2-selektive
Verbindungen erhalten (137) [Palomer et al., 2002b]. Weiterhin hat die Einfu¨hrung
von zwei Ethoxy-Seitenketten in die nicht-selektive Verbindung Flurbiprofen 124 zu
einer Steigerung der COX2-Selektivita¨t gefu¨hrt (138) [Bayly et al., 1999]. Der Effekt
beruht hierbei nicht auf einer erho¨hten Affinita¨t zu COX2, sondern in einer stark er-
niedrigten Affinita¨t zu COX1 (770-fach schwa¨chere Inhibition), wa¨hrend die Affinita¨t
zu COX2 nur ma¨ßig erniedrigt wird (um den Faktor 10). Kristallstrukturen von Flur-
biprofen in COX1 (PDB-Code:1eqh) und COX2 (3pgh) zeigen, dass diese Verbindung
mit ihrer Carboxyl-Gruppen ionische Wechselwirkungen mit Arg120 aufbaut und der
aromatische Rest dieser Verbindung in eine hydrophobe Tasche zeigt (Trp387, Tyr385,
Phe381, Leu384). Die Autoren begru¨nden die ho¨here Affinita¨t des unsubstituierten 124
im Vergleich zu 138 in COX1 dadurch, dass die Konformation von Leu384 in COX1
durch ein benachbarte Phe503 fixiert ist und dadurch Leu384 ungu¨nstige sterische
Wechselwirkungen mit den zwei Ethoxy-Gruppen in 138 eingeht. In COX2 hingegen
kann Leu384 durch das weniger sterisch anspruchvolle Leu503 den Ethoxy-Gruppen
”
ausweichen“, so dass die Affinita¨tsabnahme in COX2 geringer ausfa¨llt.
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Tab. 5.4: Entwicklung von COX2-selektiven Verbindungen (136, 137, 138) ausgehend von Grund-
geru¨sten nicht-selektiver COX-Inhibitoren (120, 125, 124).
120 136 125 137
124 138
Die COX2-Selektivita¨t von Celecoxib 129 [Penning et al., 1997] kann unter anderem
mit einer ungu¨nstigen Wechselwirkung mit Arg120 erkla¨rt werden. Eine Wechselwir-
kung mit Arg120 ist fu¨r eine COX2-Hemmung nicht unbedingt notwendig [Greig et al.,
1997], aber fu¨r eine COX1-Hemmung essentiell [Bhattacharyya et al., 1996]. In der
Na¨he von Arg120 befindet sich die Trifluormethylgruppe von Celecoxib, die eher un-
gu¨nstige Wechselwirkungen ausu¨bt. Dockingstudien haben gezeigt, dass die Interaktion
mit den Aminosa¨uren Arg513,Gln192, Ser353,His90 und Val523 entscheidend fu¨r
die COX2-Selektivita¨t sind [Price & Jorgensen, 2000]. Die zusa¨tzliche Methyl-Gruppe
von Ile523 in COX1 im Vergleich zu Val523 in COX2 ko¨nnte ungu¨nstige Wechsel-
wirkungen mit den Sauerstoffatomen der Sulfonamid-Gruppe und dem benachbarten
Benzolring eingehen und dadurch die Selektivita¨t dieser Verbindung im Hinblick auf
COX2 erkla¨ren.
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5.3 Unerwartete Kreuzreaktivita¨t zwischen COX
und CA
Obwohl die Verbindungen Celecoxib 129 und Rofecoxib 130 COX2 selektiv hemmen,
wurde fu¨r diese Verbindungen bei einigen klinischen Untersuchungen ein unterschiedli-
ches Nebenwirkungsprofil beobachtet [FitzGerald & Patrono, 2001]. Zum Beispiel wur-
de bei Patienten, die mit Rofecoxib behandelt wurden, erho¨hter Blutdruck und O¨dem-
bildung beobachtet, wa¨hrend bei der Behandlung mit Celecoxib diese Nebenwirkungen
nicht auftraten [Whelton, 2001; Whelton et al., 2001, 2002]. Diese Untersuchungen zei-
gen, dass diese beiden Verbindungen, die zwar eine gleich starke Hemmung der COX2
hervorrufen, gleichzeitig aber unterschiedliche physikochemische und strukturelle Ei-
genschaften besitzen mu¨ssen, die in dem beobachteten unterschiedlichen Wirkungsprofil
beider Verbindungen resultiert.
Ein Vergleich der Strukturen von Celecoxib und Rofecoxib (Tab. 5.3) zeigt, dass Ce-
lecoxib eine Sulfonamid-Gruppe besitzt, Rofecoxib hingegen eine Methylsulfongruppe.
Verbindungen mit einer Sulfonamid-Gruppe werden in der medizinischen Chemie in
unterschiedlichen Indikationsgebieten verwendet [Maren, 1976; Drews, 2000]. Sie inhi-
bieren zum Beispiel die Carboanhydrase und werden lokal am Auge in der Behandlung
des Glaukoms eingesetzt (Dorzolamid, Trusopt®, 12; Brinzolamid, Azopt®, 13) be-
ziehungsweise seit Jahren als Diuretika eingesetzt (Acetazolamid, Diamox®, 8) (siehe
Kap. 3.5). Da CA-Inhibitoren in der langfristigen Anwendung als Diuretika zu einer
raschen Wirkungsabnahme fu¨hren, ist ihre Anwendung als solche heute obsolet.
Wie in Kap. 3.1.1 bereits erwa¨hnt, wurden vierzehn verschiedene Isoformen der CA
im menschlichen Organismus entdeckt, die an unterschiedlichen physiologischen Pro-
zessen beteiligt sind [Supuran, 2000; Supuran et al., 2003]. Die Sulfonamid-Gruppe der
CA-Inhibitoren koordiniert an das katalytisch aktive Zinkion. Da auch Celecoxib - im
Gegensatz zu Rofecoxib - eine Sulfonamid-Gruppe besitzt, ko¨nnten die unterschied-
lichen pharmakologischen Eigenschaften von Celecoxib auf einer Hemmung der CA
beruhen. Im Kapitel 5.3.1 werden die Inhibitionsdaten von klassischen CA-Inhibitoren
mit den Affinita¨tsdaten von COX2-selektiven Verbindungen an Isoenzymen der CA
verglichen und im anschließenden Kap. 5.3.2 die Kristallstruktur von Celecoxib im
Komplex mit CA II vorgestellt.
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5.3.1 CA-Hemmung durch COX2-selektive Inhibitoren
Die Affinita¨ten sowohl von klassischen CA-Inhibitoren (Tab. 3.6) als auch von COX-
Inhibitoren (Tab. 5.3) wurden an vier verschiedenen Isoenzymen der CA bestimmt
(Tab. 5.5). Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, hemmen die COX2-selektiven Verbin-
dungen Valdecoxib 128 und Celecoxib 129 die Isoenzyme CA II, CA IV und CA IX
im nanomolaren Bereich vergleichbar stark wie die klassischen CA-Inhibitoren. COX-
Inhibitoren hingegen, die keine Sulfonamid-Gruppe besitzen (SC125 132, SC560 133,
Diclofenac 119), hemmen die CA-Isoenzyme nicht, da ihnen die fu¨r die Wechselwir-
kung mit CA notwendige Sulfonamid-Gruppe fehlt. Da Celecoxib und Valdecoxib zu
den sta¨rksten Inhibitoren der CA IX za¨hlen [Vullo et al., 2003; Weber et al., 2004],
ko¨nnen diese Verbindungen in der Behandlung von Krebsformen eingesetzt werden,
bei denen eine erho¨hte CA IX-Expression verantwortlich fu¨r das Zellwachstum ist (sie-
he Kap. 3.4.6).
Tab. 5.5: Affinita¨tsdaten von klassischen CA-Inhibitoren (siehe Tab. 3.6) und COX-Inhibitoren (Tab.
5.3) an Isoenzymen der Carboanhydrase [Weber et al., 2004].
Nr. Verbindung IC50-Werte (nM)∗
hCA Ia hCA IIa bCA IVb hCA IXc
8 Acetazolamid 250 12 70 25
9 Methazolamid 50 14 36 27
12 Dorzolamid 50000 9 43 52
11 Dichlorphenamid 1200 38 380 50
128 Valdecoxib 54000 43 340 27
129 Celecoxib 50000 21 290 16
132 SC125 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM
133 SC560 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM
119 Diclofenac > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM
∗Fehlergrenze 5-10 % des angegebenen Wertes nach drei Bestimmungen; aHumanes cloniertes
Isoenzym, Bestimmung durch Esteraseassay; bIsolierung aus der Rinderlunge, Bestimmung
durch Esteraseassay; cHumanes cloniertes Isoenzym, CO2-Hydratationsassay [Vullo et al.,
2003].
Sowohl Celecoxib 129 als auch Valdecoxib 128 zeigen ein a¨hnliches Wirkungsprofil an
den CA-Isoenzymen wie Dorzolamid 12, das in der Glaukomtherapie zur Senkung des
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Augeninnendrucks angewendet wird. Demnach ko¨nnen diese beiden COX2-Inhibitoren
ebenfalls eine Senkung des Augeninnendrucks hervorrufen. Um eine mo¨gliche Anwen-
dung der COX2-Inhibitoren in der Glaukomtherapie zu belegen, wurden diese Verbin-
dungen am Kaninchenauge getestet. Die Senkung des Augeninnendrucks u¨ber einen
Zeitraum von einer Woche ist in Tabelle 5.6 aufgelistet.
Tab. 5.6: Vera¨nderung des intraokularen Drucks (IOP, intraocular pressure) nach Applikation von
COX-Inhibitoren und Acetazolamid am Kaninchenauge (5 Versuchstiere, Applikationsdauer
7 Tage, Augeninnendruck vor der Behandlung zwischen 31 und 35 mm Hg). Die COX-
Inhibitoren 1-5 wurden lokal appliziert, Acetazolamid oral [Weber et al., 2004].
Nr. Verbindung Dosierung ∆IOP (mm Hg)∗
(mg/kg) Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
8 Acetazolamid 30 6.13 6.25 6.29 7.58 7.95 8.14 8.74
128 Valdecoxib 10 0.12 0.83 2.44 3.71 5.13 5.89 6.08
129 Celecoxib 150 2.35 2.62 2.97 3.84 4.15 4.90 5.87
132 SC125 30 0.14 0.31 0.22 0.25 0.16 0.34 0.16
133 SC560 30 0.23 0.17 0.25 0.34 0.30 0.41 0.52
119 Diclofenac 30 0.13 0.15 0.24 0.27 0.36 0.34 0.41
Blindprobe 0.13 0.16 0.12 0.15 0.24 0.29 0.30
∗∆IOP = Differenz aus dem gemittelten intraokularen Druck (IOP) vor der Behandlung und zwei
Stunden nach der Applikation der Verbindungen. Die gemittelten Werte wurden an fu¨nf Versuchstieren
bestimmt, die Fehlergrenze liegt bei 5-10 % der angegebenen Werte.
Acetazolamid 8 zeigt von den aufgefu¨hrten Verbindungen den gro¨ßten Augeninnendruck-
senkenden Effekt. Nach einem Tag wurde mit Acetazolamid eine Verminderung des
Augeninnendruckes um 6 mm Hg beobachtet. Dieser Effekt hielt bis zum dritten Tag
an und steigerte sich langsam, bis schliesslich eine Drucka¨nderung von 8 mm Hg nach
einer Woche erreicht wurde. Valdecoxib 128 und Celecoxib 129 zeigen zu Beginn der
Behandlung nur einen schwachen Effekt. Die Wirkung beider Verbindungen setzt lang-
sam ein, aber nach sieben Tagen erniedrigen beide Verbindung den Augeninnendruck
signifikant (6 mm Hg). Im Gegensatz dazu zeigen die COX2-Verbindungen, die keine
Sulfonamid-Gruppe besitzen (SC125 132, SC560 133, Diclofenac 119), keinen Effekt
auf die Druckminderung am Auge. Diese Ergebnisse zeigen, dass Celecoxib und Val-
decoxib durch eine Hemmung der Carboanhydrase im Auge den intraokularen Druck
senken und demnach in der Therapie des Glaukoms eingesetzt werden ko¨nnen.
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5.3.2 Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit CA
DieKristallstruktur des COX2-selektiven InhibitorsCelecoxib im Komplex mitCA
II wurde mit einer Auflo¨sung von 1.5 A˚ bestimmt (siehe Tab. 5.3.2; PDB-Code: 1oq5)
[Weber et al., 2004]. Die Sulfonamid-Gruppe von Celecoxib koordiniert, analog den
klassischen CA-Inhibitoren, an das Zinkion unter Verdra¨ngung des katalytisch aktiven
Wassermoleku¨ls. Weiterhin besta¨tigen zwei Wasserstoffbru¨cken zu Thr199, die auch mit
den klassischen CA-Inhibitoren beobachtet werden [Lindskog, 1997], die starke Bindung
von Celecoxib an CA II (Abb. 5.6).
Abb. 5.6: Wechselwirkung von Celecoxib mit CA II. Schematische Darstellung der Wechselwirkung von
Celecoxib mit CA II (links). Wasserstoffbru¨cken sind durch gestrichelte Linien dargestellt
(Absta¨nde in A˚). Die Tolyl-Gruppe von Celecoxib zeigt in die eher hydrophile Bindetasche
(Gln92, Asn67, Glu69), wa¨hrend die Trifluormethyl-Gruppe von hydrophoben Aminosa¨uren
umgeben ist (Leu198, Pro202, Leu204, Val135, Phe131). Die |Fo|− |Fc|-Elektronendichte in
der Bindetasche von CA II ist sehr gut definiert und besta¨tigt die starke Wechselwirkung
von Celecoxib mit CA II (gelb, konturiert auf 3.0 σ; rechts).
Die Sulfonamidfunktion geht eine H-Bru¨cke mit dem Sauerstoffatom der Seitenkette
von Thr199 ein (2.8 A˚). Die Hydroxylgruppe von Thr199 bildet eine Wasserstoffbru¨cke
mit der Seitenkette von Glu106 aus (2.6 A˚), so dass die Hydroxylgruppe von Thr199
wa¨hrend der Inhibitorbindung nur als Akzeptor fungieren kann. Ein Sauerstoffatom
des Sulfonamidankers interagiert mit der Aminogruppe der Hauptkette von Thr199
(3.0 A˚), wa¨hrend das zweite Sauerstoffatom an das Zinkion koordiniert (2.9 A˚), so dass
es zu einer leichten Verzerrung der tetraedrischen Koordinationsgeometrie am Zinkion
kommt. Die Tolylgruppe von Celecoxib zeigt in eine hydrophile Subtasche (Gln92,
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Asn67, Glu69), wa¨hrend die Trifluormethylgruppe von den hydrophoben Aminosa¨u-
ren Phe131, Val135, Leu198, Pro202 und Leu204 umgeben ist. Die |Fo| − |Fc|-
Elektronendichte des Inhibitors (σ-Level = 3.0) erlaubt eine eindeutige Platzierung des
Inhibitors in der Bindetasche (Abb. 5.6, rechts). Die Tolylgruppe ist nur teilweise de-
finiert, was auf eine mo¨gliche Flexibilita¨t dieses zur Lo¨sungsmitteloberfla¨che zeigende
Ringsystems schliessen la¨ßt. Unter Betrachtung des Bindungsmodus von Celecoxib in
CA II sollte ein Austausch des hydrophoben Tolylrestes gegen eine eher hydrophile
Gruppe zu einer Affinita¨tssteigerung fu¨hren. Zusa¨tzlich zu den erwa¨hnten Wasserstoff-
bru¨cken zwischen Celecoxib und CA II werden 64 van-der-Waals Kontakte gebildet
(79 % der Moleku¨loberfla¨che sind vergraben, 262 A˚2 von 331 A˚2).
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Tab. 5.7: Datensammlung und Statistik der Verfeinerung von CA II im Komplex mit Celecoxib.
CA II im Komplex mit Celecoxib
Auflo¨sungsbereich (A˚) 30 - 1.5
Raumgruppe P21
Zellkonstanten (A˚, °) a = 42.0, b = 41.1, c = 71.9, β = 104.3
Ho¨chster Auflo¨sungsbereich (A˚) 1.53 -1.50
Zahl der gemessenen Reflexe 123343
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 35103
Vollsta¨ndigkeit der Daten (%) 91.5 [37.0]∗
Mittelwert I/σI 18.8 [2.8]
Rsym (%)& 9.3 [31.1]
Aminosa¨uren 257
Substratatome / Zinkatom(e) 26 / 1
Wassermoleku¨le 233
Auflo¨sungsbereich wa¨hrend der
Verfeinerung (A˚) 10 - 1.50
Rcryst (Fo > 4σFo;Fo)# 12.7; 13.1
Rfree (Fo > 4σFo;Fo)§ 18.4; 18.9
RMS-Abweichung
Bindungsla¨nge (A˚) 0.009
Bindungswinkel (°) 2.1
Durchschnittlicher B-Wert (A˚2)
Proteinatome 22.3
Hauptkette 19.9
Seitenkette 24.7
Substratatome / Zinkatom(e) 24.4 / 13.9
Wasseratome 34.0
Ramachandran-Plot||
begu¨nstigt (%) 87.4
zusa¨tzlich begu¨nstigt (%) 12.1
erlaubt (%) 0.5
nicht erlaubt (%) 0.0
∗Die Werte in Klammern sind die entsprechenden statistischen Parameter fu¨r den ho¨chsten Auf-
lo¨sungsbereich. Die unvollsta¨ndige Datenlage des ho¨chsten Auflo¨sungsbereichs kann durch die qua-
dratische Form des Detektors erkla¨rt werden. &Rsym =
∑ |I− < I > |/∑ I, wobei I die gemes-
sene Intensita¨t und < I > die durchschnittliche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist. #Rcryst =∑
hkl |Fo − Fc|/
∑
hkl |Fo|. §Der Rfree-Faktor wurde wie Rcryst berechnet, nur aus einer zufa¨lligen
Anzahl von Reflexen aus 5 % der Daten. ||Berechnet mit dem Programm Procheck [Laskowski et al.,
1993].
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6 Zusammenfassung und Ausblick
6.1 Zusammenfassung
Ein Ziel der modernen Wirkstoffforschung ist die Entwicklung von Arzneistoffen, die
selektiv mit einem Zielprotein wechselwirken. Dadurch sollen Nebenwirkungen in ei-
nem fru¨hen Stadium der Entwicklung minimiert, wenn mo¨glich sogar ausgeschlossen
werden. Bei der strukturbasierten Entwicklung von Wirkstoffen wurden im Falle der
Carboanhydrase (CA) die physikochemischen Eigenschaften von CA-Inhibitoren mit
den biologischen Affinita¨ten an drei Isoenzymen (CA I, CA II, CA IV) korreliert. Mit
den daraus erhaltenen 3D-QSAR-Modellen ko¨nnen diejenigen physikochemischen und
strukturellen Eigenschaften der Verbindungen bestimmt werden, die die biologische
Aktivita¨t im Hinblick auf ein Isoenzym beeinflussen.
Mit zwei verschiedenen Ansa¨tzen wurden selektive 3D-QSAR-Modelle erhalten
(Kap. 4.1.4 und 4.1.5), mit deren Hilfe anhand von Konturdiagrammen Bereiche ermit-
telt werden ko¨nnen, die fu¨r eine bestimmte physikochemische Eigenschaft die Selektivi-
ta¨t hinsichtlich eines Isoenzyms erho¨hen oder erniedrigen. Aus dieser reinen Liganden-
basierten Analyse konnten dennoch Ru¨ckschlu¨sse auf die Gegebenheiten in der um-
gebenden Bindetasche gezogen werden. So zeigte zum Bespiel das Selektivita¨tsmo-
dell CA I - CA II, dass die Aminosa¨uren an den Positionen 200 (CA I: His200,
CA II:Thr200) und 92 (CA I und CA II: Gln92) einen entscheidenden Einfluss im
Hinblick auf die Selektivita¨t besitzen. Wie bereits in Kap. 4.1.6 diskutiert, sollten fu¨r
die Entwicklung von CA I-selektiven Verbindungen sterisch anspruchsvolle Liganden-
gruppen an der Position 200 vermieden werden, da diese ungu¨nstige van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit His200 in CA I aufbauen ko¨nnen, wa¨hrend die Bindetasche in
CA II durch die sterisch weniger anspruchsvolle Seitenkette (Thr200) die Platzierung
von gro¨ßeren Ligandenresten ermo¨glicht.
Die Auswertung des Selektivita¨tsmodells CA I - CA II fu¨r die Akzeptoreigenschaft hat
weiterhin gezeigt, dass in der Na¨he von Gln92 Liganden-Akzeptorgruppen die Selekti-
vita¨t im Hinblick auf CA II erho¨hen sollten. Diese Beobachtung steht ebenfalls im Ein-
klang mit den Gegebenheiten in der Bindetasche, da aufgrund eines unterschiedlichen
Wasserstoffbru¨ckennetzwerkes in CA I und CA II Gln92 in CA II mit der Aminogruppe
in die Bindetasche zeigt, wa¨hrend in CA I diese Aminogruppe eine Wasserstoffbru¨cke
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mit dem benachbarten Asn69 eingeht. Da die Donorfunktion der Seitenkette von Gln92
in CA II keine Wechselwirkungen mit benachbarten Aminosa¨uren aufbaut, kann es mit
vom Liganden pra¨sentierten Akzeptorgruppen interagieren, wa¨hrend dies in CA I we-
gen der Einbindung dieser Gruppe in das Netzwerk nicht mo¨glich ist (Abb. 4.6).
Die Auswertung von Inhibitionsdaten zeigt, dass es zur Zeit kaum Beispiele von Inhibi-
toren gibt, die CA IV sta¨rker hemmen als CA II. Das Selektivita¨tsmodell CA II -
CA IV liegt zwar an der unteren Sigifikanzgrenze, bei einer Auswertung der Konturdia-
gramme des CoMSIA-Modells fu¨r hydrophobe Eigenschaften konnten jedoch Hinweise
auf selektivita¨tsdiskriminierende Bereiche erhalten werden. Das hydrophobe Selektivi-
ta¨tsmodell zeigt einen CA II-selektiven Bereich in der Bindetasche, der in CA II von
hydrophoben Aminosa¨uren umgeben ist, so dass Liganden mit hydrophoben Resten in
diesem Bereich die Selektivita¨t hinsichtlich CA II erho¨hen sollten. Bei der Entwick-
lung von CA IV-selektiven Verbindungen sollten hingegen funktionelle Gruppen mit
hydrophilen Eigenschaften gewa¨hlt werden.
Aber nicht nur die Auswertung von Ligandeninformationen kann wichtige Hinweise
fu¨r die Entwicklung selektiver CA-Inhibitoren liefern. Die Auswertungen von Kris-
tallstrukturen der CA besta¨tigten diese aus reiner Ligandeninformation erhaltenen
Selektivita¨tsmodelle und lieferten zusa¨tzliche Informationen fu¨r die Entwicklung se-
lektiver Verbindungen (Kap. 4.2.1). Ferner konnte in Kap. 4.2.2 anhand eines CA-
IX-Homologiemodells gezeigt werden, dass die Modellierung von Enzymen, deren
Kristallstrukturaufkla¨rung sich als schwierig erweist, durchaus nu¨tzliche Hinweise fu¨r
den strukturbasierten Entwurf bzw. die Optimierung von Liganden liefern kann.
Um potentielle neue (selektive) Leitstrukturen zu finden, ko¨nnen neben dem expe-
rimentellen Hochdurchsatz-Screening virtuell am Computer Datenbanken mit gespei-
cherten Moleku¨lbibliotheken durchmustert werden. Die korrekteVorhersage des Bin-
dungsmodus und die korrekteAbscha¨tzung der Bindungsaffinita¨t der platzierten
Moleku¨le ist entscheidend fu¨r die erfolgreiche Identifizierung von neuen Leitstrukturen.
In Kap. 4.3.2 konnte erfolgreich gezeigt werden, dass fu¨r CA-Inhibitoren mit einem
rigiden Ringgeru¨st und mit bekannter Kristallstruktur der Bindungsmodus korrekt
vorhergesagt werden konnte. In den Fa¨llen, in denen die Bewertungsfunktionen der
Dockingprogramme in der Affinia¨tsvorhersage der Verbindungen fehlschlagen, konn-
te durch die Kombination mit den zuvor erhaltenen 3D-QSAR-Modellen die Affinita¨t
dieser gedockten Verbindungen richtig abgescha¨tzt werden. Daru¨ber hinaus wurde in
Datenbanken und in der Literatur (Kap. 4.3.3) nach potentiellen neuen CA-Inhibitoren
gesucht und ihre Bindung ließ sich biochemisch in einem Assay besta¨tigen. Eine Plat-
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zierung in der Bindetasche von CA II ermo¨glicht die korrekte Abscha¨tzung der Affinita¨t
(Kap. 4.3.4).
Bei der Optimierung von Leitstrukturen/Wirkstoffen ist es sehr schwierig Wechsel-
wirkungen mit Proteinen vorherzusagen beziehungsweise abzuscha¨tzen, die sich in ihrer
Sequenz und Funktion stark von dem Ausgangsprotein unterscheiden. Wie in Kap. 5.3
gezeigt werden konnte, besitzen die COX2-selektiven Verbindungen Valdecoxib 128
und Celecoxib 129 eine Sulfonamid-Gruppe, die fu¨r eine Hemmung des funktionell
und strukturell nicht verwandten Enzyms Carboanhydrase essentiell ist. Obwohl bei-
de Enzyme - COX und CA - unterschiedliche biologische Funktionen besitzen, weisen
beide Enzyme lokale Bereiche im aktiven Zentrum mit a¨hnlichen physikochemischen
Eigenschaften auf, so dass die Bindung von Celecoxib und Valdecoxib an beiden En-
zymen ermo¨glicht wird [Weber et al., 2004]. Diese Kreuzreaktivita¨t von Celecoxib
und Valdecoxib mit COX2 und CA II wurden durch kinetische Daten (Tab. 5.5)
und mit der Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit CA II belegt (Abb. 5.6;
Tab. 5.3.2). Rofecoxib 130 und SC125 132 (Tab. 5.3) besitzen im Gegensatz zu Val-
decoxib und Celecoxib keine Sulfonamid-Gruppe und hemmen daher CA-Isoenzyme
nicht. Da klassische CA-Inhibitoren in der Behandlung des Glaukoms durch Senkung
des Augeninnendrucks eingesetzt werden [Supuran, 2000; Supuran et al., 2003] und
Celecoxib und Valdecoxib ebenfalls eine Senkung des Augeninnendrucks zeigen (Tab.
5.6), ko¨nnen diese COX2-selektiven Verbindungen in der Behandlung des Glaukoms
eingesetzt werden. In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass COX2-Inhibitoren
antikanzerogene Eigenschaften besitzen [Kawamori et al., 1998; Oshima et al., 2001;
Waskewich et al., 2002]. Es wurde in einer Studie beobachtet, dass Celecoxib und
Rofecoxib die Polypenanzahl bei Patienten, die an einer erblichen Form der Polypen-
wucherung im Dickdarm erkrankt sind, reduzieren. Gleichzeitig wurde in den Polypen
eine erho¨hte COX2-Expression beobachtet [Oshima et al., 1996]. Interessanterweise
wurde vor kurzem in einer Studie beobachtet, dass Celecoxib - aber nicht Rofecoxib
- das Wachstum von Krebszelllinien hemmt, die nicht COX2 exprimieren [Waskewich
et al., 2002]. Der pharmakologische Effekt von Celecoxib trotz Abwesenheit von COX2
deutet eine Wechselwirkung dieses Inhibitors an, die nicht nur auf einer Hemmung der
Cyclooxygenase und damit der Prostaglandinbiosynthese beruht. Wie bereits erwa¨hnt,
werden in bestimmten Krebszelllinien Isoenzyme der Carboanhydrase u¨berexprimiert
(CA IX) [Pastorek et al., 1994; Vullo et al., 2003]. Ob eine Wachstumshemmung von
Krebszelllinien durch Celecoxib in Abwesenheit von COX2 durch Inhibition von CA IX
zustande kommt (Ki CA IX = 16 nM), ist bisher nicht belegt. Die kinetischen Daten
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und die Kristallstruktur von Celecoxib im Komplex mit Carboanhydrase [Weber et al.,
2004] sind ein erster Hinweis auf diese Kreuzreaktivita¨t und stellen einen mo¨glichen
Erkla¨rungsansatz fu¨r die COX-unabha¨ngige Wachstumshemmung dar.
6.2 Ausblick
Die Selektivita¨tsmodelle in dieser Arbeit wurden fu¨r die Isoenzymen CA I, CA II und
CA IV erstellt. Da in letzter Zeit vermehrt CA-Inhibitoren mit Bindungsaffinita¨ten fu¨r
weitere Isoenzyme publiziert werden (CA V, CA IX) [Franchi et al., 2003b,a; Supuran
et al., 2003; Vullo et al., 2003; Winum et al., 2003; Pastorekova et al., 2004; Vullo et al.,
2004], ko¨nnen die in dieser Arbeit beschriebenen Liganden-basierten Ansa¨tze fu¨r die
Entwicklung weiterer Selektivita¨tsmodelle genutzt werden.
In Analogie zu einem bereits in der Literatur beschriebenen Ansatz fu¨r Serinpro-
teasen [Kastenholz et al., 2000] ko¨nnen zusa¨tzlich zu der Auswertung der Ligandeninfor-
mation die physikochemischen Eigenschaften in den Bindetaschen von CA-Isoenzymen
mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse ausgewertet werden. Protein- und Liganden-
informationen ko¨nnen kombiniert werden [Gohlke, 2002] und in die Entwicklung von
Modellen zur Beschreibung und Vorhersage von sta¨rker selektiven Inhibitoren einflie-
ßen.
Da fu¨r die Vorhersage des Bindungsmodus von CA-Inhibitoren zum gro¨ßten Teil Ver-
bindungen mit einem rigiden Ringsystemen verwendet wurden, sollten weitere Docking-
Studien mit flexiblen Liganden erfolgen. Wa¨hrend der Platzierung der Liganden wurden
in dieser Arbeit alle Wassermoleku¨le aus der Bindetasche entfernt. Da Wassermoleku¨le,
die wa¨hrend der Ligandenbindung nicht verdra¨ngt werden und in einer Vielzahl von
Protein-Ligand-Komplexen konserviert sind, eine entscheidende Rolle sowohl fu¨r die
Orientierung des Liganden als auch die Bindungsaffinita¨t spielen ko¨nnen, sollten in ei-
nem weiteren Validierungsschritt konservierte Wassermoleku¨le wa¨hrend des Dockings
mit beru¨cksichtigt werden. Das in dieser Arbeit beschrieben Docking-Protokoll wurde
am Beispiel der CA II validiert und ko¨nnte auf weitere Isoenzyme ausgeweitet wer-
den. Hierbei ko¨nnen sowohl bekannte Kristallstrukturen als auch die in dieser Arbeit
erstellten Homologiemodelle genutzt werden.
Die neu gewonnenen Erkenntnisse aus der Auswertung der Liganden- und Protein-
information ko¨nnen verwendet werden, um selektive Inhibitoren zu entwickeln und
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Datenbanken nach neuen selektiven Liganden zu durchsuchen, wobei die biochemische
Testung und letztendlich die Kristallstrukturaufkla¨rung des Liganden im Komplex mit
dem Zielprotein in den Entwicklungprozess mit einfliessen sollten.
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7 Anhang
7.1 Verwendete Hardware
Die Berechnungen der 3D-QSAR-Modelle wurden in dieser Arbeit auf einer Silicon
Graphics O2 mit einem 225 MHz MIPS R10.000 Prozesseor mit 512 MByte RAM
durchgefu¨hrt. Fu¨r das Docking der Verbindungen wurde ein Linux PC (Athlon XP
2400 GHz) verwendet.
7.2 Verwendete Software
Fu¨r die Erstellung der CoMFA- und CoMSIA-Modelle wurde das Programmpaket Sy-
byl 6.8 verwendet. Die partiellen Atomladungen der Verbindungen wurden semiempi-
risch nach der AM1-Methode [Dewar et al., 1985] mit dem in Sybyl implementierten
MOPAC-Modul [Stewart, 1990] bestimmt. Die Bestimmung der Differenz der QSAR-
Koeffizienten wurde mit Hilfe von Python Scripten implementiert.
Fu¨r die U¨berlagerung der Inhibitoren in den einzelnen Bindetaschen wurde das im
ProgrammMoloc integrierte MAB-Kraftfeld verwendet [Gerber & Mu¨ller, 1995; Ger-
ber, 1998]. Wa¨hrend der Minimierung wurde das Protein starr gehalten und die Ligan-
den flexibel in der Tasche minimiert. Ein besonderer Vorteil des MAB-Kraftfeldes liegt
in der Verwendung eines speziell parametrisierten Wasserstoffbru¨ckenterms (Gl. 7.1),
so dass gerichtete Wechselwirkungen, die u¨ber Wasserstoffbru¨cken vermittelt werden,
in guter Geometrie optimiert werden.
E = Eb + Ev + Eτ + Ep + E14 + E1n + Ehb (7.1)
Die Energie E des MAB-Kraftfeldes setzt sich aus vier Valenzenergietermen zu-
sammen, die unterteilt werden in die Energien fu¨r die Bindungsstreckung Eb, die
Bindungswinkeldeformation Ev, die Torsionswinkela¨nderung Eτ und die pyramidale
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”
out-of-plane“ Deformierung Ep. Außerdem werden dabei nicht-bindende Dispersions-
wechselwirkungsenergien (E14 und E1n) und ein Wasserstoffbru¨ckenbindungsenergie-
term Ehb verwendet.
Fu¨r die automatische Platzierung der Verbindungen in CA II wurde das Programm
AUTODOCK verwendet (Version 3.0) [Morris et al., 1998]. Fu¨r das flexible Docking
der Verbindungen in die rigide Bindetasche wurde ein Standardprotokoll verwendet [So-
triffer et al., 2002], wobei fu¨r jeden Liganden 100 unabha¨ngige Docking-La¨ufe (
”
runs“)
gestartet wurden. Die Optimierung wurde mittels des Lamarckian Genetischen Algo-
rithmus und der in AUTODOCK implementierten empirischen (regressionsbasierten)
Scoring-Funktion durchgefu¨hrt unter Verwendung folgender Parameter:
• Anfangspopulation: 50 zufa¨llig platzierte Individuen
• Mutationsrate: 2%
• Crossoverrate: 80%
• Elitismus-Wert 1 (d.h. das beste Individuum der Population wird in jedem Fall in die
na¨chste Generation u¨bernommen)
• Wahrscheinlickeit fu¨r lokale Minimierung: 6 %
• Terminierungskriterium: max. 1.5*106 Energieevaluierungen
Docking-Ergebnisse, die untereinander eine Abweichung von < 1 A˚ besitzen, wurden
zu einem Cluster zusammengefaßt.
7.3 Statistische Parameter der PLS-Analyse
In der Kreuzvalidierung wird die statistische Signifikanz und Vorhersagefa¨higkeit
der Modelle u¨berpru¨ft und die optimale Anzahl an Komponenten fu¨r die abschließende
Endvalidierung bestimmt. Die am ha¨ufigsten verwendete Methode ist die
”
Leave-One-
Out“ -Kreuzvalidierung, in der dem Datensatz zufa¨llig eine Verbindung entnommen
und mit den verbleibenden Verbindungen ein Modell erstellt wird. Die Affinita¨t der
entnommenen Verbindung wird anhand des erstellten Modells vorhergesagt (pKi,pred)
und mit dem experimentellen Wert verglichen (pKi,act). Dieser Vorgang wird fu¨r alle
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Moleku¨le des Datensatzes durchgefu¨hrt. Die Gu¨te der Vorhersagefa¨higkeit der Modelle
wird durch den q2-Wert (kreuzvalidierten r2-Wert) abgescha¨tzt (Gl. 7.2).
q2 = 1− PRESS
SD
= 1−
∑
n(pKi,pred − pKi,act)2∑
n(pKi,mean − pKi,act)2
(7.2)
Dieser q2-Wert berechnet sich aus der Summe der quadrierten Differenzen zwi-
schen vorhergesagten und experimentellen Bindungsaffinita¨ten (PRESS, Predictive
REsidual Sum of Squares) und der Summe der quadrierten Differenzen aus dem Mit-
telwert der Bindungsaffinita¨ten des Datensatzes und dem tatsa¨chlichen pKi-Wert der
Verbindungen (SD, Gl. 7.2). Bei einem q2-Wert von 1 wu¨rde ein perfektes Modell
vorliegen (PRESS = 0), da die vorhergesagten Affinita¨ten genau den experimentellen
Werten entsprechen wu¨rden. Ein q2-Wert von 0 entspricht keinem Modell, da man zur
Vorhersage der Bindungsaffinita¨ten den Mittelwert des Datensatzes verwenden ko¨nnte
(PRESS = SD). Die Vorhersagefa¨higkeit eines Modells wird als signifikant angesehen,
wenn der q2-Wert > 0.3 ist, bzw. ein gutes Modell wird bei einem q2-Wert u¨ber 0.5
erhalten [Agarwal et al., 1993; Cramer et al., 1993].
Die statistische Gro¨ße SPRESS (standard deviation of predictions) ist ein Maß fu¨r die
erwartete Unsicherheit der vorhergesagten Affinita¨ten und ermo¨glicht eine quantitative
Fehlerabscha¨tzung (Gl. 7.3). Dieser Wert ha¨ngt von der Skalierung der eingesetzten
Variablen ab (n = Anzahl der Verbindungen im Datensatz; a = Anzahl der verwendeten
Komponenten).
SPRESS =
√
PRESS
n− a− 1 =
√∑
n(pKi,pred − pKi,act)2
n− a− 1 (7.3)
Fu¨r die abschließende Berechnung des Modells wird eine nicht-kreuzvalidierte
PLS-Analyse unter Verwendung der durch die Kreuzvalidierung erhaltenen optima-
len Anzahl an Komponenten durchgefu¨hrt. Analog zu den Gleichungen der Kreuzva-
lidierung sind die statistischen Parameter r2, RSS und S angegeben. RSS (Residual
Sum of Squares) entspricht dem PRESS-Wert der kreuzvalidierten Analyse und ist die
Summe der quadrierten Differenzen zwischen angepassten (pKi,fit) und tatsa¨chlichen
Bindungsaffinita¨ten. Die Parameter r2 und S sind den Parametern q2 und SPRESS der
Kreuzvalidierung a¨quivalent und geben an, wie gut die berechneten Bindungsaffinita¨ten
den experimentellen Werten angepasst sind (Gl. 7.4 und 7.5).
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r2 = 1− RSS
SD
= 1−
∑
n(pKi,fit − pKi,act)2∑
n(pKi,mean − pKi,act)2
(7.4)
S =
√
RSS
n− a− 1 =
√∑
n(pKi,fit − pKi,act)2
n− a− 1 (7.5)
F =
r2
1− r2 (7.6)
Ha¨ufig wird der Fischer-Wert zur U¨berpru¨fung der statistischen Signifikanz einge-
setzt, der mo¨glichst große Werte annehmen sollte (Gl. 7.6). Die Vorhersagekraft eines
erstellten Modells la¨ßt sich des Weiteren durch die Abscha¨tzung von Bindungsaffini-
ta¨ten von Verbindungen eines Testdatensatzes bestimmen. Dabei werden Bindungs-
affinita¨ten von Verbindungen vorhergesagt, die nicht im Trainingsdatensatz enthalten
sind. Analog zum q2-Wert der Kreuzvalidierung wird der r2predictive fu¨r die Gu¨te der
Vorhersage herangezogen (Gl. 7.7), wobei fu¨r PRESS die Summe der quadratischen
Differenzen der vorhergesagten und experimentellen Affinita¨ten der Testdatensatzver-
bindungen herangezogen werden.
r2predictive = 1−
PRESS
SD
= 1−
∑
n(pKi,pred − pKi,act)2∑
n(pKi,mean − pKi,act)2
(7.7)
7.4 Kristallisation der Carboanhydrase
Die Kristallisation der Carboanhydrase erfolgte mit der
”
Hanging-Drop“ und der
”
Sitting-Drop“-Methode. CA I und CA II stammen von der Firma Sigma-Aldrige
und fu¨r die Kristallisation wurden folgende Kristalllo¨sungen1 verwendet:
• CA I: 21 % PEG 4000, 0.4 M LiCl, 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0 - 8.5), 10 % Ethy-
lenglycol
• CA II: 2.5 - 2.8 M (NH4)2SO4, 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0 - 8.5), 0.3 M NaCl, 0.001
M C7H5ClHgO2
1perso¨nliche Vorschrift von Casini, A., Universita¨t Florenz
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Leider wurden fu¨r CA I (10 mg/ml) keine Kristalle bei diesen Bedingungen erhalten.
CA II (10 mg/ml) wurde in 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0) gelo¨st. 1 ml Kristallisationspuffer
wurde pro Vertiefung einer 24er Kristallisationsplatte (Hampton Research, USA) ver-
wendet, jeweils 2.5 µl Protein und 2.5 µl Reservoirlo¨sung auf dem Deckglas (
”
Hanging-
Drop“) oder in der fu¨r den Tropfen vorgesehenen Vertiefung bei der
”
Sitting-Drop“-
Methode vermischt. Mit Hilfe von Silikonpaste (mittelviskos, Bayer-Silikon) wurde das
Reservoir luftdicht verschlossen und bei 4°C erschu¨tterungsfrei aufbewahrt. Nach 2-3
Tagen wurden Kristalle erhalten, die je nach Gro¨ße zwischen 2 und 1.5 A˚ streuten.
Eine Optimierung der Kristallisation wurde durch das Hinzufu¨gen der Quecksilber-
Verbindung erhalten. Da sich diese Verbindung nicht vollsta¨ndig in Wasser gelo¨st hat,
wurde vor der Hinzugabe die Quecksilber-Suspension aufgeschu¨ttelt und sofort in die
Vertiefung gegeben. Ohne das Hinzufu¨gen der Quecksilber-Verbindung wurden zwar
ebenfalls Kristalle erhalten, die jedoch in einer flachen Form kristallisierten und leich-
ter zerbrochen sind. Der pH-Wert des Puffers (Tris-HCl pH 8.0 - 8.5) wurde ebenso
wie die Pra¨zipitanz-Konzentration (2.5 - 2.8 M (NH4)2SO4) variiert, wobei fu¨r die
angegebenen Bereiche jeweils Kristalle erhalten wurden. Je gro¨ßer die Pra¨zipitanz-
Konzentration gewa¨hlt wurde, desto mehr Kristalle wurden pro Vertiefung erhalten.
Bei einer Konzentration von 2.6 M (NH4)2SO4 wurde wenige große Kristalle erhalten.
Bei der Kokristallisation der CA II mit Liganden wurde zum Beispiel fu¨r vier Ver-
tiefungen 1 µl Inhibitor (10 mg/ml) mit 10 µl Protein vermischt und nach 10 Minuten
jeweils 2.5 µl dieser Mischung mit 2.5 µl Reservoir-Lo¨sung (siehe oben) versehen und
wie bei der Kristallisation beschrieben aufbewahrt. Je nach Lo¨slichkeit des Liganden
wurde dieser in 0.1 M Tris-HCl oder DMSO gelo¨st. Es konnten jedoch keine Kristalle
erhalten werden, wenn der Inhibitor vollsta¨ndig in DMSO gelo¨st wurde, so dass zum
Anlo¨sen der Liganden 1 Tropfen DMSO verwendet wurde und anschließend mit Puffer-
lo¨sung verdu¨nnt wurde. Teilweise wurde anstelle von DMSO fu¨r das Anlo¨sen 1 Tropfen
NH4OH (10 %) verwendet.
Fu¨r das
”
Soaking“2 von CA II-Kristallen mit Liganden wurden die Verbindungen
wie bei der Kokristallisation beschrieben gelo¨st. Kristalle wurden mit Hilfe eines
”
Cryo-
loops“ (Hampton Research, USA) in 10 µl des Kristallisationspuffers auf dem Deckglas
(bzw. in der fu¨r den Tropfen vorgesehenen Vertiefung fu¨r die
”
Sitting-Drop“-Methode)
transferiert, 1 µl Inhibitorlo¨sung (10 mg/ml) dazu gegeben und nach ein bis drei Tagen
(Aufbewahrung 4°C) vermessen. Um ein Austrocknen der
”
Soaking“-Lo¨sung zu vermei-
2Diffusion von kleinen Moleku¨len in die Bindetaschen des Proteins
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den, wurde 1 ml Kristallisationspuffer in die Vertiefung gegeben und diese luftdicht
verschlossen (siehe oben). Die Kristalle zeigten die gro¨ßte Stabilita¨t bei Liganden, die
nur in Pufferlo¨sung gelo¨st wurden, wa¨hrend zusa¨tzliche DMSO-Mengen teilweise zu
einem Auflo¨sen des Kristalles gefu¨hrt haben. Beim Anlo¨sen der Liganden mit 10 %iger
NH4OH-Lo¨sung wurde hingegen keine Auflo¨sung der Kristalle beobachtet.
7.5 Datensammlung und Verfeinerung
Die Bestimmung von CA II-Strukturen erfolgte durch Ro¨ntgenbeugung. Fu¨r die Da-
tensammlung wurde der Kristall unter kryogenen Bedingungen bei ca. -170 °C ge-
messen. Dazu wurde der Kristall in einem Kryo-Puffer bestehend aus dem Kristalli-
sationspuffer (siehe oben) und 20 % (v/v) Glycerol aufgenommen und mit Hilfe ei-
nes
”
Cryoloops“ (Hampton Research, USA) in einem geku¨hlten Oxford Cryostream
schockgefroren. Der
”
Cryoloop“ wurde mit einer magnetischen Halterung auf einem
Goniometerkopf befestigt und der Kristall im Prima¨rstrahlengang zentriert. Der Kris-
tall wurde mit einem fokussierten, monochromatischen Ro¨ntgenstrahl (Prima¨rstrahl)
belichtet. Als Strahlungsquelle wurde eine RIGAKU Drehanode aus Kupfer verwen-
det. Die Spannung der Ro¨ntgenro¨hre betrug 50 kV bei 90 - 100 mA. Die Cu-Kα-
Ro¨ntgenstrahlung (λ = 1,54 A˚) wurde durch Nickel-Platin Doppelspiegel (Yale Mirrors,
MSC, USA) fokussiert. Die Detektion der Intensita¨ten gebeugter Reflexe erfolgte elek-
tronisch (RAXIS-4++ Image Plate System, MSC, USA). Der Abstand zwischen
Kristall und Detektor betrug 100 mm. Zur Aufnahme eines Beugungsbildes wurde der
Kristall je nach Qualita¨t fu¨r 3 bis 5 min mit dem Prima¨rstrahl bestrahlt und dabei um
0.5° gedreht.
Die Datenreduktion erfolgte mittels des HKL Package (Version 1.96.9), das die Pro-
grammeXDisplayF,Denzo und Scalepack beinhaltet [Otwinowski & Minor, 1997].
Zur Bestimmung der CA II-Strukturen wurde die Kristallstruktur von CA II (PDB-
Code: 1cil) verwendet, Liganden, Zinkatom und Wassermoleku¨le entfernt und eine rigi-
de Minimierung mit CNS durchgefu¨hrt [Bru¨nger et al., 1998]. Das Moleku¨l wurde dabei
als starre Einheit rotiert und translatiert und anschließend eine
”
simulated annealing“ -
Verfeinerung mit einer Starttemperatur von 3000 K durchgefu¨hrt. Anschließend wurde
die Verfeinerung mit dem Programm SHELXL-97 durchgefu¨hrt [Sheldrick & Schnei-
der, 1997], wobei mindestens 10 Zyklen mit Einschra¨nkungen fu¨r Bindungsabsta¨nde,
-winkel und B-Werte fu¨r die Verfeinerung verwendet wurden. Wassermoleku¨le wurden
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mit SHELXWAT gesetzt. Liganden wurden mit Sybyl 6.8 aufgebaut und minimiert,
wa¨hrend die Parameter- und Topologie-Daten fu¨r die Verfeinerung mit SHELXPRO
generiert wurden. Die manuellen A¨nderungen der Proteinseitenketten sowie die Platzie-
rung der Liganden in die Elektronendichte wurden mit dem Programm O durchgefu¨hrt
[Jones et al., 1991]. Fu¨r die Berechnung von Rfree wurden 5 % der Reflexe zufa¨llig ausge-
wa¨hlt und nicht in die Verfeinerung mit einbezogen [Bru¨nger, 1992] und die Strukturen
so lange verfeinert bis die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte keine signifikanten Maxima mehr
zeigten.
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